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1.1 Zelluläre Membranen und Membranpotentiale 
Vor mehr als drei Milliarden Jahren bildeten die ersten einzelligen Lebensformen 
biologische Membranen aus (Deamer und Oro, 1980; Deamer, 1997; Deamer et al., 
2002). Die hierdurch erfolgte Kompartimentisierung und Abgrenzung gegenüber der 
Umwelt ist für die Autonomie und die individuelle Funktionalität einer jeden Zelle von 
essentieller Bedeutung (Tawfik und Griffiths, 1998; Hille, 2001). Hauptbestandteil 
eukaryotischer Plasmamembranen sind doppelschichtig angeordnete, 
amphiphatische Lipidmoleküle, deren hydrophilen Phasen dem wässrigen Milieu und 
lipophilen Phasen dem Inneren der Lipiddoppelschicht zugewandt sind. Da die 
Plasmamembran für polare Moleküle und Ionen weitestgehend impermeabel ist, 
bedarf es spezifischer molekularer Pumpen und Kanäle, um die zytosolische 
Molekül- und Ionenzusammensetzung zu regulieren. 
 
Die intra- und extrazellulären K+-Ionenkonzentration stehen in den meisten 
erregbaren Zellen unter physiologischen Bedingungen im Verhältnis 35-40:1 (K+intern= 
155 mM vs. K+extern= 4 mM). Umgekehrt verhält es sich für die Na+-
Ionenkonzentration (Na+intern= 12 mM vs. Na+extern= 145 mM, [1:12]; Hille, 2001). 
Diese Ionenverteilung wird unter Verbrauch von Energie, vornehmlich durch die 
elektrogene Na+/K+-ATPase, aufrecht erhalten. Jede Ionenart ist durch den so 
entstandenen elektrochemischen Gradienten zwei spezifischen Kräften ausgesetzt: 
einer chemischen, entlang des Konzentrationsgradienten und einer elektrischen, 
entlang der entstandenen Membranspannung. Beim Gleichgewichtspotential eines 
bestimmten Ions halten sich die auf dieses Ion wirkenden elektrostatischen und 
chemischen Kräfte die Waage; der Nettostrom des Ions über die Zellmembran 
beträgt 0 mA. 
 
Das Ruhemembranpotential (RMP) einer neuronalen Zelle liegt mit ca. -60 bis -70 
mV nahe dem Gleichgewichtspotential für Kaliumionen, d.h. es liegen mehr offene 
K+-Kanäle als Na+-Kanäle vor (RMP n. Nernst für K+= -98mV, für Na+= +67 mV bei 
37 °C; Hille, 2001; Schmidt und Lang, 2007). Daher wird das RMP hauptsächlich von 
Kaliumionen stabilisiert.  
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1.2 Spannungsabhängige Kationenkanäle 
Ionenkanalproteine bilden in der Zellmembran hydrophile Poren aus, die den Ionen 
eine entlang ihres elektrochemischen Gradienten gerichtete Diffusion über die 
Membran ermöglichen.  
 
Zu der Familie der spannungsabhängigen Kationenkanäle gehören unter anderem 
die strukturell verwandten Natrium- und Kaliumkanäle (Yu et al., 2005). 
Spannungsabhängige Ionenkanäle werden mit dem chemischen Symbol des Ions 
benannt, das sie vorwiegend permeiert (Goldin et al., 2000; Gutman et al., 2003; 
Catterall et al., 2005; IUPHAR-Nomenklatur [International Union of Pharmacology]). 
Kv7.1 bzw. Nav1.2 beschreiben demzufolge einen vorwiegend für Kalium bzw. 
Natrium permeablen Ionenkanal, der durch die Membranspannung reguliert wird (v 
für voltage-gated). Die Zahlen beschreiben die Kanalfamilien (Kv1 bis Kv12 bzw. 
Nav1; Gutman et al., 2005; Catterall et al., 2005). Nach dem Punkt wird jeder 
einzelne Kanaltyp mit einer eigenen Nummer versehen (beispielsweise Kv7.1 bis 
Kv7.5 oder Nav1.1 bis Nav1.9). 
 
In Abhängigkeit von der Membranspannung ändern diese strukturell verwandten 
Transmembranproteine ihre Ionenpermeabilität durch Öffnen oder Schließen ihrer 
Kanalpore. In erregbaren Zellen sind spannungsabhängige Natriumkanäle (Abschnitt 
1.2.1) essentiell für die Generierung und Weiterleitung von Aktionspotentialen.  
 
Durch eine schwache Depolarisierung der Membranspannung, z.B. aufgrund eines 
Rezeptor-vermittelten Generatorpotentials, kommt es zu einer plötzlichen Öffnung 
der schnellen, spannungsgesteuerten Natriumkanäle (Nav), ein stark 
depolarisierender Natriumeinstrom wird initiiert und ein Aktionspotential entsteht. 
Unmittelbar nach dem Öffnen schließen sich die Nav-Kanalporen wieder 
(Inaktivierung;  Abschnitt 1.2.1) und durch Kaliumauswärtsströme wird die Re-/Hyper-
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1.2.1 Spannungsabhängige Natriumkanäle 
 
 
Abb. 1.1: Topologisches Model der α-Untereinheit eines spannungsgesteuerten Natriumkanals. 
Die vier homologen Domänen (I-IV) bestehen jeweils aus sechs α-helikalen Transmembran-
Segmenten (S1-6) und sind über intrazelluläre Peptidschleifen verbunden (siehe im Text). S5 und S6 
bilden zusammen mit der für die Selektivität verantwortlichen Porenschleife den Permeationsweg 
(grau) durch die Zellmembran. Die Spannungsabhängigkeit des Kanals wird von den Segmenten S1-
S4 vermittelt, die auf dem S4-Segment mehrfach positive Ladungen tragen. Zwischen den Domänen 
III und IV ist das für die schnelle Inaktivierung verantwortliche IFM-Motiv lokalisiert (aus Lampert et al., 
2010). 
 
α-Untereinheiten. Bisher sind neun α-Untereinheiten (α-Subunits) der 
spannungsabhängigen Natriumkanäle bekannt (Nav 1.1-1.9). Eine Nav1 α-
Untereinheit (~ 250kDa) ist für die Bildung eines funktionalen Kanals ausreichend. 
Alle spannungsabhängigen Natriumkanäle sind aus vier homologen Domänen (D I-
IV) mit jeweils sechs Transmembransegmenten (6TM; S1-S6) aufgebaut (Abbildung 
1.1; Lampert et al., 2010), die untereinander durch intrazelluläre Peptidschleifen 
verbunden sind. In der haarnadelartigen Porenschleife zwischen S5 und S6 ist der 
Selektivitätsfilter für die Natriumionen lokalisiert. Zusammen mit den S5 und S6 α-
Helices formt die Porenschleife die innere Wandung der ionenleitenden Pore (S5-P-
S6 Sequenz). Das mit positiv geladenen, basischen Aminosäureseitenketten 
versehene S4-Transmembransegment dient als Spannungssensor, der Änderungen 
des elektrischen Feldes über der Membran detektiert. Die Segmente S1-S4 sind in 
der Lage, ihre Konformation als Reaktion auf ein depolarisierendes Potential 
dergestalt zu verändern, dass die Porenregion für Natriumionen permeabel wird. 
Nach dem Öffnen kommt es zur schnellen Inaktivierung des Natriumkanals, wobei 
sich das Verbindungspeptid zwischen Domäne III und IV mit dem IFM-Partikel 
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(Sequenz der Aminosäuren Isoleucin [I], Phenylalanin [F] und Methionin [M]; Abb. 
1.1) in die Porenöffnung bewegt und diese verlegt (hinged-lid Mechanismus; Ulbricht, 
2005). 
 
Genmutationen in α-Untereinheiten von Natriumkanälen werden mit bestimmten 
Epilepsieformen, dem Long QT-Syndrom am Herzen oder auch hereditären 
Schmerzsyndromen in Verbindung gebracht (Isom, 2001; Meisler et al., 2001; 
Lampert et al., 2010). Auch eine Mutation der β1-Untereinheit ist bekannt, die bei den 
Genträgern eine Epilepsie verursacht (Isom, 2001). 
 
β-Untereinheiten. Jede der vier bislang identifizierten, akzessorischen Nav β-
Untereinheiten (β1-β4) besteht aus einem einfachen Transmembransegment mit 
einem extrazellulären Amino- und einem intrazellulären Carboxy-Terminus. Die β-
Untereinheiten können weder durch homologe noch durch heterologe 
Zusammenlagerung mehrerer Untereinheiten eine porenformende Struktur ausbilden 
und sind nicht direkt an der Spannungssteuerung beteiligt. In zentralen neuronalen 
Geweben sind die α-Untereinheiten spannungsgesteuerter Natriumkanäle (Nav 1.1-
1.3 und Nav 1.6; Lai und Jan, 2006) mit zwei akzessorischen β-Untereinheiten 
assoziiert (Catterall, 2000; Isom, 2001; Catterall et al., 2008). Die α-Untereinheiten 
sind mit den β2- und β4-Untereinheiten über Disulfidbrücken und mit den β1- und β3-
Untereinheiten nicht-kovalent verbunden (Isom et al., 1992; Morgan et al., 2000; 
Maier et al., 2004). β-Untereinheiten modifizieren die Kinetiken der Natriumkanäle 
(Catterall und Epstein, 1992; Catterall, 2000; Isom et al., 1992, 1995; Morgan et al., 
2000; Maier et al., 2003). Sie regulieren die Kanal-Lokalisation in einer Zelle, 
interagieren mit zellulären Adhäsionsmolekülen und dem Zytoskelett (Isom et al., 
1995; Isom, 2001). Aufgrund von Sequenzhomologien werden die β-Untereinheiten 
in die Immunoglobulin-Superfamilie der Zell-Adhäsions-Moleküle eingeordnet (Isom 
und Catterall, 1996; Isom, 2001; Kaczmarek, 2006). Diese Familie ist im 
Nervensystem vermutlich für die Regulation der neuronalen Migration und der 
axonalen Wegleitung und Zielsuche (axonal guidance) verantwortlich (Maness und 
Schachner, 2007; s. Abschnitt 1.3.2). 
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1.2.2 Spannungsabhängige Kaliumkanäle der KCNQ-Familie 
Die KCNQ-Familie umfasst bisher fünf spannungsgesteuerte Kaliumkanäle (KCNQ1-
5 [Kv7.1-7.5]; KCNQ: K+- Channel, Long QT-Syndrom assoziiert; Gutman et al., 
2003). Für vier Mitglieder dieser Familie sind Krankheits-erzeugende genetische 
Mutationen bekannt (Tab. 1.1; Jentsch, 2000; Schwake et al., 2006).  
 
Tab. 1.1: Charakteristika spannungsgesteuerter KCNQ-Kanäle. LQTS: Long QT-Syndrom; BFNC: 
Benign Familial Neonatal Convulsions; DFNA2: Deafness non-syndromic 2 (progressiver Hörverlust). 
Der autosomal dominante Vererbungsmodus des Long QT-Syndroms (LQTS1) wird auch als 
Romano–Ward Syndrom, die rezessive Form in Kombination mit einer kongenitalen Taubheit als 
Jervell-Lange-Nielsen Syndrom bezeichnet (Quellen: Jentsch, 2000; Robbins, 2001; Cooper und Jan, 
2003; Gutmann et al., 2005; Brown und Passmore, 2009). 
 KCNQ1 KCNQ2      KCNQ3 KCNQ4 KCNQ5 
Chromosom 11p15.5 20q13.3 8q24 1p34 6q14 













KCNQ3,             
KCNE2 
KCNQ2,KCNQ4, 






















(DFNA2) nicht bekannt 
 
 
1.2.2.1 KCNQ2- und KCNQ3-Kanäle erzeugen den neuronalen M-Strom 
Verschiedene Mutationen der humanen KCNQ2- und KCNQ3-Gene bewirken bei 
betroffenen Neugeborenen innerhalb der ersten sieben Lebenstage fokale oder 
generalisierte epileptische Anfälle (BFNC: Benign Familial Neonatal Convulsions; 
Singh et al., 1998; Charlier et al., 1998; Hirose et al., 2000; Jentsch, 2000; Fröscher 
et al., 2004; Hahn und Neubauer, 2009). Bis zum dritten Lebensmonat einsetzende 
Kompensationsmechanismen führen in etwa 84% der betroffenen Neonaten zu 
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einem vollständigen Verschwinden der klinischen Symptomatik. Die restlichen 16% 
entwickeln im Laufe ihres Lebens eine Epilepsie (Ronen et al., 1993). 
 
Abb. 1.2: Grundstruktur der 
KCNQ2- und KCNQ3-Kanäle. A) 
Molekulare Struktur einer der vier 
zur Ausbildung eines funktionalen 
Kanales nötigen KCNQ2 und/oder 
KCNQ3 α-Untereinheiten, die aus 6 
TM-Segmenten besteht. S5 und S6 
(rote Zylinder in A und B) bilden mit 
der Porenschleife die Kanalpore. 
Die Segmente S1 bis S4 mit den 
positiv geladenen Aminosäuren in 
S4 (gelb) bilden den 
Spannungssensor. Die BFNC-
Mutationen sind durch Symbole an 
den entsprechenden 
Aminosäurepositionen (Nummern) 
angezeigt (AS-Substitution: Kreise; 
AS-Abbruch: rote Quadrate). B) 
zeigt den tetrameren Kanal in seiner 
heteromeren Konfiguration aus 
KCNQ3 und KCNQ2 α-
Untereinheiten. Die vierte 
Domäne/Untereinheit ist zur 
besseren Einsicht in die zentrale 
Porenstruktur nicht eingezeichnet 




α-Untereinheiten. Kv7-Kaliumkanäle ähneln den spannungsabhängigen 
Natriumkanälen sowohl in ihrer porenformenden Grundstruktur (S5, S6 und 
Porenschleife), als auch in ihren, die Spannungsabhängigkeit der Kanäle 
definierenden Sequenzen S1 bis S4 (Abschnitt 1.2.1). 
Kv7–Kanäle setzen sich aus vier getrennten Untereinheiten zusammen, welche 
separat codiert und daher posttranslational nicht als vollständige Proteine vorliegen. 
Sie assoziieren erst in der Membran zu einem funktionalen, tetrameren Kanal 
(MacKinnon, 1991a, b, c; Papazian, 1999).  
Ströme durch heteromultimere Kanäle, kurz Heteromere, aus KCNQ2 und KCNQ3 
sind mehr als zehnfach größer als die durch homomere Kanäle (Wang et al., 1998; 
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Main et al., 2000), was auf eine gesteigerte Oberflächenexpression funktionaler 
Kanäle zurückzuführen ist (Schwake et al., 2000). 
Innerhalb einer Kv7-Subfamilie können sich Heteromere aus verschiedenen 
Untereinheiten bilden. Jede der fünf Kv7 α-Untereinheiten ist in der Lage, homomere 
Kanäle auszubilden. KCNQ1 kann keine funktionalen, heteromeren Kanäle mit 
anderen Mitgliedern aus der KCNQ-Familie formen, jedoch bilden KCNQ2, 4 und 5 
mit KCNQ3 α-Untereinheiten funktionierende Kanäle (Tabelle 1.1; Schroeder et al., 
2000; Lerche et al., 2000; Robbins, 2001). 
 
β-Untereinheiten. Die KCNQ α-Untereinheiten werden durch fünf bekannte, 
akzessorische β-Untereinheiten (KCNE1-5) funktional moduliert (Sanguinetti et al., 
1996; Barhanin et al., 1996; McCrossan und Abbott, 2004). Die β-Untereinheiten 
bestehen aus einem einzelnen Transmembransegment (1TM) mit einer intra- und 
einer extrazellulären Domäne (Takumi et al., 1988; Abbott und Goldstein, 2001). 
 
M-Ströme. Es ist weitgehend anerkannt, dass KCNQ2/3-Heteromere die 
Hauptvertreter der 1980 durch Brown und Adams beschriebenen, neuronalen M-
Ströme Ik(M) sind (Wang et al., 1998; Shapiro et al., 2000). Der klassische Ik(M)-Strom 
ist ein langsam aktivierender und langsam deaktivierender K+-Strom ohne 
Inaktivierung (Brown und Yu, 2000). Der M-Strom wird durch die Zusammensetzung 
der ihm zugrunde liegenden KCNQ α-Untereinheiten (Tab.1.1; Schroeder et al., 
2000; Lerche et al., 2000) und der KCNE2 β-Untereinheiten moduliert (Tinel et al., 
2000). Weiter wird er über Gq-Protein vermittelte 2nd-Messenger Prozesse moduliert 
(Suh und Hille, 2002, 2007; Suh et al., 2004) und durch Muskarin inhibiert. Er 
reguliert die Exzitabilität von Neuronen bei repetitiver Entladung und deren 
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1.2.2.2 KCNQ1- und KCNE1-Kanäle erzeugen den kardialen Iks-Strom 
Dem im Herzen an der Repolarisation beteiligten Iks-Strom liegen Heteromere aus 
KCNQ1 α- und KCNE1 β-Untereinheiten zugrunde (Tab.1.1; Barhanin et al., 1996; 
Sanguinetti et al., 1996). Mutationen im KCNQ1- und KCNE1-Genom resultieren in 
dem Long QT-Syndrom (LQTS; Mutation von KCNQ1 ≙ LQTS1; Mutation von 
KCNE1 ≙ LQTS5). Diese Mutationen führen zu einer Verlängerung der kardialen 
Repolarisationsphase, was sich im EKG in einem verlängerten QT-Intervall zeigt. 
Träger dieser Mutationen leiden unter potentiell letalen Arrhythmien. Die Assoziation 
der KCNE1 β-Untereinheiten mit KCNQ1 erhöht die KCNQ1-Stromamplitude, 
verschiebt deren Aktivierung in depolarisierte Potentialbereiche, verlangsamt die 
Aktivierung und maskiert die Inaktivierung, die von KCNQ1-Homomeren induziert 
wird (Robbins, 2001; Abschnitt 3.4 & 4.2).  
 
1.2.3 Ionenkanäle und die Alzheimer’sche Demenz  
Viele der Regulationsmechanismen, denen Ionenkanäle unterliegen sind bis heute 
noch unbekannt. In der letzten Zeit mehren sich die Hinweise, Vertreter der 
spannungsgesteuerten Ionenkanäle würden durch ein für die Pathogenese des 
Morbus Alzheimer wichtiges Enzym, der β-Sekretase (BACE1; β-site-APP-cleaving 
enzyme 1), mit reguliert. So spaltet BACE1 die β-Untereinheiten 
spannungsabhängiger Natriumkanäle und darüber hinaus interagiert diese Sekretase 
direkt mit den α-Untereinheiten von Natriumkanälen (Kim et al., 2007; Huth et al., 
2009). Dies führt in den untersuchten Zellsystemen zu Änderungen ihrer 
elektrophysiologischen Eigenschaften. Auch die KCNE β-Untereinheiten 
spannungsgesteuerter Kaliumkanäle stellen indessen nachgewiesene Substrate der 
BACE1 dar (D. Y. Kim, personal communication und Posterbeitrag auf dem 39. 
Treffen der Society for Neuroscience, 2009, Chicago, IL ). Eine eingehendere 
Untersuchung dieser Interaktionen mit der amyloidogenen β-Sekretase erfolgt im 
Rahmen dieser Arbeit. 
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1.3 Morbus Alzheimer 
Die Alzheimer’sche Demenz (AD) ist die Demenzform mit der weltweit höchsten 
Prävalenz. Schätzungen gehen von derzeit ca. 24 Millionen Betroffenen weltweit aus. 
Eine Zahl, die sich angesichts des demografischen Wandels voraussichtlich alle 20 
Jahre verdoppeln soll (Ferri et al., 2005). 
 
Mit etwa 95% der Fälle macht die sporadische Form der Alzheimer‘schen Demenz 
(SAD) den weitaus größten Anteil der an AD erkrankten Individuen aus. Die 
wichtigsten Risikofaktoren für die Entwicklung von SAD sind das Alter, das 
Vorhandensein des Apolipoprotein E4–Allels (Corder et al., 1993), Schädel-Hirn-
Traumata, zerebrale Schlaganfälle und Erkrankungen des kardiovaskulären Systems 
(Kivipelto et al., 2002a, b; Sun et al., 2006; Naderi et al., 2006; Cole und Vassar, 
2009). 
 
Die familiär bedingte Form der Alzheimer’schen Demenz (FAD; ca. 5% der AD-
Patienten) hat viel zur Aufklärung der Pathogenese der AD beigetragen. Sie ist durch 
autosomal dominant vererbte Mutationen der Preseniline (PS1 [Chromosom 14] & 
PS2 [Chromosom 1]; Schellenberg et al., 1992; Levy-Lahad et al., 1995) oder des 
amyloiden Vorläuferproteins (APP) bedingt (APP, Amyloid Precursor Protein 
[Chromosom21]; Goate et al., 1991). Betroffene Patienten leiden an einer beinahe 
100%-igen Penetranz. 
 
1.3.1 Pathologie der AD 
Die AD ist eine progressive, neurodegenerative Erkrankung. Extrazelluläre 
Ablagerungen von β-Amyloid (Aβ, 4 kDa, 40-42AS) in den sogenannten Senilen 
Plaques und die intrazelluläre Ansammlung von neurofibrillären, 
hyperphosphoryllierten Bündeln des Mikrotubuli-assoziierten Tau-Proteins (Tau 
Tangles) definieren die AD histopathologisch (Cole und Vassar, 2007a, b). Vor allem 
die Aggregation der Aβ-Proteine verursacht vermutlich die bei AD-Patienten 
beobachtete Neurodegeneration (Golde et al., 2006). Da hauptsächlich neokortikale 
und limbische Hirnregionen, sogenannte Higher-Order-Brain Regions, betroffen sind 
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(Braak und Braak, 1996), ist der mit der AD assoziierte neuropsychiatrische 
Phänotyp so komplex. 
 
1.3.1.1 BACE1 als initialer Pathogenitätsfaktor der AD 
Ausgangspunkt für das pathogenetisch wirksame Aβ-Protein ist das APP (Esler und 
Wolfe, 2001). APP ist ein ubiquitär exprimiertes Transmembranprotein (Typ I) mit 
einem größeren, extrazellulär lokalisierten, N-terminalen Ende und einem kleineren, 
zytosolischen C-Terminus (Abb. 1.3). Eine einleitende, enzymatische Spaltung des 
APP durch die β-Sekretasen (BACE1; Abschnitt 1.3.1.2) und anschließend durch γ-
Sekretasen führt zur Entstehung der pathogenen Aβ-Peptide (Vassar et al., 1999; 
Vassar, 2004). 
 
Neben diesem sogenannten amyloidogenen Pathway kann das APP alternativ über 
eine non–amyloidogene Ereignissequenz prozessiert werden: Die initiale Spaltung 
des APP durch eine α-Sekretase führt nicht zur Entstehung von Aβ (Abb. 1.2; 
Vassar, 2004). 
 
Abb. 1.3: APP-Metabolismus. Die sequentielle Spaltung durch die β- und γ-Sekretasen (β-/γ-
cleavage) führt über den amyloidogenen Weg (Pathway) zur Bildung von pathogenem Aß (rot). Ein 
alternativer, non-amyloidogener Weg, wird von einer Prozessierung des APP durch die α-Sekretasen 
eingeleitet, gefolgt von einer Spaltung durch die γ-Sekretasen (aus Cole und Vassar, 2007a). 
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Bei der amyloidogenen Spaltung des APP durch BACE1 entsteht ein lösliches, N-
terminales APPs β-Fragment (s-secreted) und ein aus 99 Aminosäuren bestehendes, 
membrangebundenes, C-terminales Fragment (C99) (Abb. 1.3). Das C99-Fragment 
wird in der Zellmembran vom γ-Sekretasekomplex weiterprozessiert, und es entsteht 
ein zytosolisches AICD-Fragment (APP intracellular domain). Eine Funktion der 
AICD-Domäne als Transkriptionsfaktor steht derzeit zur Diskussion (Cao und Sudhof, 
2004). Extrazellulär wird amyloidogenes Aβ freigesetzt.  
 
Aβ-Peptide weisen, da sie durch den γ-Sekretase-Komplex inkonstant prozessiert 
werden, C-Termini von unterschiedlicher Länge auf (zwischen 38 und 43 AS). Die γ-
Sekretase präferiert die Schnittstelle an AS40 des APP und produziert dadurch 
Aβ40. Wird APP an AS-Position 42 geschnitten, entstehen besonders pathogene 
(fibrillogene) und schwer lösliche Aβ42-Peptide, die mit einem Auftreten der 
familiären Form von AD (FAD; early onset) assoziiert sind (Younkin, 1998; Hardy, 
2007). 
 
APP kann initial auch durch eine α-Sekretase geschnitten werden, beispielsweise 
besitzen ADAM-9 (a disintegrin and metalloprotease domain-9), ADAM-10 (Lammich 
et al, 1999) und TACE (tumor necrosis faktor-α converting enzyme; Buxbaum et al., 
1998) eine α-Sekretaseaktivität. Im non-amyloidogenen Weg entsteht nach α- und γ- 
Prozessierung kein amyloidogenes Aβ, sondern zuerst eine lösliche, N-terminale 
APPs α-Ektodomäne und ein C-terminales, membrangebundenes Fragment (C83; 
vermittelt durch die α-Sekretase). Durch die γ-Sekretase vermittelt, wird aus C83 ein 
zytosolisches AICD-Fragment und extrazellulär ein nicht pathogenes Peptid (P3; 
3kDa) abgespalten. 
 
Ob die γ-Sekretase amyloidogenes Aβ produziert, hängt demnach davon ab, ob APP 
vermehrt durch die α-Sekretase (Endergebnis: AICD & P3, non-amyloidogener Weg) 
oder durch BACE1 geschnitten wurde (Endergebnis: AICD & Aβ, amyloidogener 
Weg; Skovronsky et al., 2000). 
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1.3.1.2 Das β-site-APP-cleaving enzyme 1 (BACE1) 
BACE1 ist die derzeit einzig bekannte β-Sekretase, die über die amyloidogene 
Ereignissequenz (Abschnitt 1.3.1.1) zur Produktion der pathogenen Aβ-Peptide führt 
(Hussain et al., 1999; Yan et al., 1999; Vassar et al., 1999; Sinha et al., 1999; Lin et 
al., 2000). 
 
BACE1, auch Memapsin 2 (Mem2) oder Aspartylprotease 2 (Asp2) genannt, ist eine 
membranständige Aspartylprotease und besteht aus 501 AS (Abb. 1.4). In geringem 
Ausmaß wird sie in nahezu allen Geweben exprimiert. Die höchste Dichte der aktiven 
BACE1 findet sich in Neuronen des Gehirns (Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; 
Yan et al., 1999). Ihre optimale katalytische Aktivität erreicht BACE1 im sauren Milieu 
(pH ~ 5.5; Koo und Squazzo, 1994; Nawrot, 2004). BACE1 schneidet das APP an 
Asp+1 und Glu+11 (Vassar et al., 1999; Cole und Vassar, 2007a, b) und kann als 
Monomer oder als Dimer vorliegen. In der Dimer-Konfiguration weist die β-Sekretase 




Abb. 1.4: Schematische Darstellung der BACE1. Die katalytische Aktivität wird durch zwei 
enzymatisch aktive, N-terminale Domänen vermittelt (AS93-96 & AS289-292; rote AS-Sequenzen). 
Mutiert eines dieser zwei katalytischen Motive, wird die Sekretase inaktiviert (aus Nawrot, 2004). 
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1.3.2 Physiologische Substrate und Funktion der BACE1 
Neben dem APP sind mittlerweile weitere Substrate der BACE1 identifiziert worden, 
bei denen es sich jeweils um membrangebundene Proteine handelt (Vassar et al., 
2009). 
 
Die zum APP homologen APLP1 und APLP2 (APP-like protein; Li und Sudhof, 2004) 
weisen keine Aβ-Sequenzen auf und sind folglich nicht an der Generierung des Aβ-
Pools verantwortlich. Die nach der β-/γ-Prozessierung entstehenden, intrazellulären 
Fragmente üben laut Scheinfeld et al. (2002) regulatorische Einflüsse auf die 
Transkription aus.  
 
Eine mögliche Funktion der BACE1 als Stress-Responsive-Protein wird diskutiert 
(Vassar et al., 2009). In diesem Zusammenhang sind sowohl der Interleukin-1 
Rezeptor II (IL-1R2; Garlind et al., 1999; Kuhn et al., 2007), als auch die Beta-
Galactosid alpha 2.6-Sialyltransferase (ST6Gal1; Kitazume et al., 2001) und das 
Leukozyten-Adhäsionsprotein P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1; 
Lichtenthaler et al., 2003) als BACE1-Substrate zu nennen.  
 
Die Spaltung dieser Proteine durch BACE1 führt zu einer Limitierung der für die AD 
pathognomonischen, neuroinflammatorischen Prozesse (Akiyama et al., 2000; 
Rosenberg, 2005). Dennoch induzieren die unter AD chronisch erhöhten BACE1-
Spiegel über die Aβ-Plaquebildung eine indirekte Entzündungsreaktion (Cole und 
Vassar, 2007a).  
 
BACE1 schneidet LRP (Low Density Lipoprotein-Receptor-Related Protein; Van et 
al., 2002; Lleo et al., 2005; von Arnim et al., 2005), einen transmembranären 
Rezeptor für APO E und APP, die beide mit der AD assoziiert sind. Eine 
möglicherweise von LRP ausgehende Neuroprotektivität wird diskutiert, seitdem 
bekannt ist, dass LRP den Aβ-Abbau fördert (Kang et al., 2000). 
 
Zwei interessante BACE1-Substrate sind die Proteine Neuregulin-1 (NRG-1; Hu et 
al., 2006; Willem et al., 2006) und Neuregulin-3 (NRG-3: Hu et al., 2008), die für  
Myelinisierungsprozesse wichtig sind. NRG-1 initiiert in diesem Zusammenhang die 
Myelinisierung im peripheren Nervensystem (PNS) und ist gleichzeitig im gesamten 
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Nervensystem als Regulator der Markscheidendicke verantwortlich. NRG-1 ist ein 
Ligand für ErbB-Rezeptoren, die der Familie der Rezeptor-Tyrosin Kinasen 
angehören. Diese Kinasen haben im ZNS eine Vielzahl von Funktionen. So 
regulieren sie neben der schon erwähnten Myelinisierung auch die neuronale 
Migration und Synapsenbildung, beeinflussen die neuronale Plastizität und 
modulieren die Expression von Neurotransmittern (Savonenko et al., 2008). 
 
Bezüglich NRG-1 besteht eine enge genetische Korrelation mit dem Auftreten der 
Schizophrenie (Stefansson et al., 2004). Heterozygote NRG-1 Knockout-Mäuse 
weisen einen Phänotyp auf, der viele Kriterien einer Schizophrenie im Mausmodell 
erfüllt. Merkmal einer Schizophrenie ist die vorherrschende Dysregulation der 
glutamatergen und GABA-ergen Transmittersysteme. In diesem Kontext scheint eine 
direkte Verbindung zu dem NRG-1/ErbB-vermittelten Signalwegen zu bestehen, da 
diese sowohl die strukturelle und funktionelle Plastizität des glutamatergen Systems 
beeinflussen, als auch die GABA-erge Transmission regulieren können. Ein 
möglicher Einfluss von BACE1 auf diesen NRG-1/ErbB Signalweg konnte u.a. 
anhand eines Schizophrenie-ähnlichen Phänotyps homozygoter BACE1 Knockout-
Mäuse nachgewiesen werden (Savonenko et al., 2008). In diesem Zusammenhang 
ließ sich unter erhöhten Aß-Peptidspiegeln neben einer endozytotischen Reduktion 
oberflächiger, synaptischer Glutamatrezeptoren auch eine Synapsendegeneration 
beobachten (Hsieh et al., 2006). Diese Erkenntnisse könnten einen Erklärungsansatz 
für den unter der AD auftretenden, neuropsychiatrischen Phänotyp bieten. 
 
In neuronalen Dendriten moduliert BACE1 eine durch die β4-Untereinheiten von Nav-
Kanälen vermittelte Ausbildung Filopodien-artiger Ausstülpungen (Miyazaki et al., 
2007). Diese Filopodienausbildung wird in einem engen Zusammenhang mit der 
Synaptogenese gesehen (Yuste und Bonhoeffer, 2004). So beeinflusst BACE1 
offenbar auch wichtige Hirnreifungsprozesse. Eine Funktion, die in der frühen 
postnatalen Zeit von besonderem Interesse sein könnte, da in dieser 
Entwicklungsphase auch die höchsten BACE1-Dichten gemessen werden (Willem et 
al., 2006). 
 
In der vorliegenden Arbeit sind u.a. die β2-Untereinheiten neuronaler Nav-Kanäle als 
BACE1-Substrate untersucht worden. Im zentralen Nervensystem unterliegen die β2-
          
  
   Einführung 
  
- 15 - 
 
 
Untereinheiten analog zum APP-Metabolismus einer sequentiellen Prozessierung 
durch die β- und γ-Sekretasen (Kim et al., 2005, 2007; Wong et al., 2005). In 
Neuroblastomzellen (SH-SY5Y) und hippocampalen Neuronen BACE1-transgener 
Mäuse konnten Kim et al. (2007) nachweisen, dass die BACE1 über eine Spaltung 
der Nav β2-Untereinheiten sowohl die zytosolischen Expressionsdichten von Nav1.1 
α-Untereinheiten, als auch deren Verteilung an der Zelloberfläche regulieren kann. 
Diese beobachtete, transkriptionelle Eigenschaft wird den durch BACE1-
Prozessierung entstehenden β2–ICD Fragmenten (β2-intracellular domain) 
zugeschrieben. Huth et al. (2009) zeigten, dass BACE1 in Abwesenheit der Nav β2-
Untereinheiten die Nav1.2 α-Untereinheiten auch direkt modulieren kann (s. Abschnitt 
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BACE1 wird derzeit als vielversprechendes pharmakologisches Target gegen AD 
diskutiert. Es ist daher wichtig, die physiologischen Funktionen dieser Sekretase 
genau zu identifizieren, um mögliche Konsequenzen einer pharmakologischen 
BACE1-Suppression besser abschätzen zu können. Ein zunächst als unauffällig 
beschriebener Phänotyp von BACE1-Knockout Mäusen (z.B. Roberds et al., 2001) 
ließ sich durch mehrere Arbeiten widerlegen (Harrison et al., 2003; Dominguez et al., 
2005; Rockenstein et al.; 2005) und verdeutlicht die physiologische Relevanz der β-
Sekretase. 
Ein Ziel dieser Arbeit ist es, den in der Literatur beschriebenen Einfluss der BACE1 
auf Natriumkanäle (Wong et al., 2005; Kim et al., 2007; Huth et al., 2009) unter 
Verwendung des Neuroblastomzellsystems elektrophysiologisch eingehender zu 
charakterisieren.  
Als weitere, potentielle BACE1-Targets bieten sich spannungsgesteuerte, neuronale 
und kardiale KCNQ-Kaliumkanäle an. Durch Überexpression unterschiedlicher 
Kombinationen von β2- bzw. β4-Natriumkanaluntereinheiten, BACE1, KCNQ2/3 und 
KCNQ1/E1 in HEK293- und Neuroblastomzellen soll deren gegenseitige 
Einflussnahme elektrophysiologisch quantifiziert werden. 
Sekundär soll der Frage nachgegangen werden, ob die innerhalb sogenannter 
Signalkomplexe (Meadows und Isom, 2005; Deschênes et al., 2008) kolokalisierten 
KCNQ2- beziehungsweise KCNQ3-Kanäle funktionale Interaktionspartner von β2- 
und β4-Natriumkanaluntereinheiten sind und inwieweit sich eine mögliche BACE1- 
vermittelte Spaltung der β-Untereinheiten auf diese Interaktion auswirkt.
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2. Material und Methoden 
2.1 Eukaryotische Zellkulturen 
2.1.1 HEK293-Zellen  
Die durch Transformation des humanen Adenovirus Typ 5 etablierte, permanente 
Zellinie HEK293 (ATCC-Nummer [www.atcc.org]: CRL-1573) stammt von einer 
menschlichen, embryonalen Nierenzelle ab (Graham et al., 1977). HEK293-Zellen 
zeigen ein epithelial adhärentes Wachstumsmuster. Folgende Eigenschaften 
erweisen sich als vorteilhaft für Experimente im transienten Expressionssystem: Ihre 
hohe Teilungsrate, ihre Unempfindlichkeit gegenüber der Zusammensetzung des 
Nährmediums, gegenüber Änderungen der Temperatur oder des pH-Wertes der 
Badlösung und ihre gute Toleranz gegenüber der enzymatischen Behandlung mit 
Trypsin zur Zellseparation. Des Weiteren macht die nur geringe Hintergrundaktivität 
von intrinsischen Kanälen die HEK293-Zellen zu einem guten Expressionssystem, 
um Ionenkanäle zu untersuchen. Die endogene Expression einer heterogenen 
Gruppe von Kaliumkanälen in diesen Zellen verursacht messbare 
Kaliumauswärtsströme, deren Anteil am Gesamtstrom durch die 
Überexpressionsexperimente meist aber vernachlässigbar gering ausfällt (Yu und 
Kerchner, 1998; Jiang et al., 2002; Avila et al., 2004; Varghese et al., 2006; Kurejová 
et al., 2007). Überdies konnte die intrinsische Expression einer Spleißvariante der 
β1-Untereinheiten spannungsabhängiger Natriumkanäle (Nav β1A) nachgewiesen 
werden (Moran et al., 2000). 
 
2.1.2 N1E-115-Zellen 
Die murine Neuroblastomzellinie N1E-115 (ATCC Nummer: CRL-2263) wurde mittels 
Klonierung der Linie C-1300 gewonnen (Amano et al., 1972; Tuttle und Richelson, 
1975; Shastry et al., 2001). Neuroblastomzellen eignen sich aufgrund ihres 
neuronalen Ursprungs (Alberts, 2000), ihrer hohen Teilungsfähigkeit und ihren den 
anderen neuronal erregbaren Geweben vergleichbaren Strömen (Kostyuk et al., 
1978; Moolenar und Spector, 1978; Fishman und Spector, 1981; Nagy et al., 1983) 
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besonders gut, um sie als Expressionssystem neuronaler Proteine zu nutzen, wie es 
in dieser Arbeit erfolgt ist. 
 
2.1.3 Kultur  
Um das Risiko einer Kontamination zu minimieren, fand die Handhabung der 
Kulturen unter Einhaltung der Grundlagen für steriles Arbeiten statt (z.B. Coté, 2001). 
Sämtliche Arbeitsschritte mit den Kulturen erfolgten an einer Sterilbank (CleanBench 
HERAsafe KS, Kendro/Thermo Electron, Waltham, USA). Die Kultivierung der Zellen 
erfolgte in einem Brutschrank (Innova™ 4230, New Brunswick, Nürtingen, 
Deutschland) bei 37°C, 5% CO 2-Gehalt und 100% wasserdampfgesättigter 
Atmosphäre in 50 ml-Zellkulturflaschen (Sarstedt, Nümbrecht), deren 
Schraubverschluss mit einem gaspermeablen Filter versehen war. In den Flaschen 
befanden sich 10 ml Zellmedium (Abschnitt 2.1.7). Die aus dem Zellmetabolismus 
anfallenden sauren Valenzen wurden weitestgehend im Rahmen der 
Bikarbonatpufferung (HCO3- im Medium und konstanter CO2–Gehalt im Brutschrank) 
neutralisiert. Das Medium wurde alle 2-3 d ersetzt. Sobald die Zellen konfluent 
gewachsen waren, mussten sie gesplittet werden. Das Ablösen und Umsetzen der 
Zellen (Passagieren) erfolgte durch zweimaliges Auswaschen des Mediums in der 
Kulturflasche mittels 2 ml PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma, München) und 
anschließender 5 min Einwirkung von 1 ml Trypsin/EDTA (0.05% Trypsin, 0.02% 
EDTA; Sigma, München) bei 37°C im Brutschrank. Dana ch wurden die Zellen unter 
der Clean-Bench durch Klopfen und vorsichtiges Resuspendieren mittels Pipette vom 
Flaschenboden und aus ihrem Zellverbund gelöst und im Verhältnis von circa 1:20 
gesplittet. Die anschließende Zugabe von Medium inaktivierte das Trypsin. 
 
2.1.4 Einfrieren 
Das Anlegen von Backup-Kulturen ist für einen sicheren Fortbestand der Kulturen 
essentiell. Diese Sicherheitskulturen können reaktiviert werden, wenn die bisher 
aktiven Kulturen durch Kontamination mit anderen Organismen, oder in Folge der 
sich mit den Generationen verändernden Zellmorphologie/-eigenschaften nicht weiter 
verwendet werden können. Zum Einfrieren wurden 1.5 - 2.5 * 106 Zellen in 0.75 ml 
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Medium in ein Kryotube überführt. Diesem wurde 0.75 ml Medium, mit 20% DMSO 
(Dimethylsulfoxid, Sigma, München) versetzt, beigefügt und aufgrund der 
Zytotoxizität von DMSO zügig in einen -80°C-Gefrier schrank überführt. Um ein zu 




Noch während des Auftauens wurde der Kryotube bei 1500 g für 5 min bei 4°C 
zentrifugiert. Das entstehende Zellpellet wurde nach Verwerfen des Überstandes mit 
10 ml Medium in eine Kulturschale überführt. Nach 3-14 d wurden die Zellen dann für 
Messungen verwendet bzw. das erste Mal gesplittet. 
 
2.1.6 Aussaat 
24 h vor einer Transfektion (Abschnitt 2.2.3) beziehungsweise mindestens 1-2 h vor 
den Messungen wurden die passagierten Zellen mit 2 ml Medium in Petrischalen für 
adhärente Zellen mit 35 mm Durchmesser (BD Biosciences, Heidelberg) überführt. 
 
2.1.7 Nährmedium 
Sowohl die HEK293-, als auch die N1E-Zellen wurden in D-MEM (Dulbecco’s 
Modified-Eagle-Medium, Invitrogen, Carlsbad, USA) kultiviert (Glucosegehalt für 
HEK293: 1 g/l; für N1E-115: 4.5 g/l), dem 10% FCS (Fetal Calf Serum, Biochrom, 
Berlin) und eine 1%-ige Lösung an Penicillin/Streptomycin (Sigma, München) 
hinzugesetzt waren, um einer potentiellen Bakterienkontamination vorzubeugen. 
 
2.1.8 Zellzählung 
Um eine adäquate Anzahl an Zellen für eine Transfektion auszusetzen, einzufrieren 
oder zu untersuchen, konnte man die Zellkonzentration bestimmen. Dazu wurden die 
mit Trypsin passagierten Zellen in 1.5 ml-Tubes überführt und bei 4°C und 2000 g 
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(SpectrafugeTM Mini, Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern) für 5 min 
sedimentiert. Das nach Verwerfen des Überstandes verbliebene Zellpellet wurde 
durch vorsichtiges Resuspendieren homogen in 1 ml Medium aufgenommen. 10 µl 
dieser Suspension wurden im Anschluss mit Trypanblaulösung ad 200 µl gemischt. 
Somit ergab sich ein Verdünnungsfaktor von 20. 10 µl dieser Trypanblauverdünnung 
wurden in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Es wurden vier der insgesamt 
neun großen Kammern ausgezählt, deren Volumen (bei einer durch die Kapillarkräfte 
vorgegebenen Tiefe von 0.1 mm) jeweils 10-4 cm3 entspricht (1 cm3 ≙ 1 ml). Durch 
folgende Gleichung ließ sich die Zellzahl je ml relativ präzise annähern: 
Zellen pro ml= ([Gesamtzellzahl/ 4] * Verdünnungsfaktor * 104). 
 
2.2 Molekularbiologie 
Die molekularbiologischen Arbeitsschritte fanden in Anlehnung an Sambrook et al. 
(2001) statt. Sofern vorhanden, wurde nach Herstellerprotokoll verfahren. 
 
2.2.1 Vektoren und Bakterien 
Zur Untersuchung des Einflusses der β-Sekretase (BACE1) und der Kalium- und 
Natriumkanaluntereinheiten auf spannungsgesteuerte Kv7- und Nav-Ströme wurden 
die in Tab. 2.1 aufgelisteten Vektoren verwendet. 
 
Tab. 2.1: Vektoren und ihre Inserts. * Die jeweiligen Aminosäureschnittstellen sind für Nav mβ2-ctf: 
AS1-11 & 145-233; für Nav mβ2-ntf: AS1-144. ** KCNQ2 ist mit dem Flag-Epitop, KCNQ3 mit HA 
markiert. Mit aufgeführt sind die vektorspezifischen Antibiotika-Resistenzen und die Angabe der 
Quellen, von denen die Vektoren freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurden. 
    Insert-cDNA Vektor Resistenz Bezugsquelle 
    hKCNQ1 pFrog Ampicillin M. Schwake, Inst.f.Biochem., Kiel 
hKCNE1 pFrog Ampicillin M. Schwake, Inst.f.Biochem., Kiel 
hKCNQ2** pcDNA3.1 Ampicillin M. Schwake, Inst.f.Biochem., Kiel 
hKCNQ3** pcDNA3.1 Ampicillin M. Schwake, Inst.f.Biochem., Kiel 
Nav mβ4 pcDNA3.1 Ampicillin N.Nukina, RIKEN Br.Sc.Inst., Japan 
Nav hβ2 pCMV6-XL5 Ampicillin OriGene/VWR International GmbH, Darmstadt 
Nav mβ2-ctf* pcDNA3.1 Ampicillin A.Rittger, Inst.f.Biochem., Kiel 
Nav mβ2-ntf* pcDNA3.1 Ampicillin A.Rittger, Inst.f.Biochem., Kiel 
mBACE1D289N pcDNA3.1 Ampicillin A.Rittger, Inst.f.Biochem., Kiel 
mBACE1 pcDNA3. Ampicillin B.de Strooper,Cent.f.Hum.Gen.,Leuven 
hBACE1 pcDNA3.  Ampicillin C.Haass, Inst.f.Biochem., München 
c-EGFP pEGFP-C1 Kanamycin Clontech, Mountain View, CA, USA 
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2.2.2 Bakterienklonierung und Isolierung von Plasmid-DNA  
Um genügend Vektor-DNA für die Expression in Zelllinien zu erhalten, mussten oben 
aufgeführte Vektoren (Tab. 2.1) amplifiziert werden. Dafür wurde wie folgt 
vorgegangen. 
 
2.2.2.1 Transformation und Bakterienklonierung 
Die kompetenten E. coli (TOP10, Invitrogen, Carlsbad, USA) machen aufgrund ihrer 
sehr schnellen Vermehrung eine effektive Transformation mit der jeweiligen Vektor-
DNA möglich. Dazu wurde ein Bakterien/DNA-Gemisch einem Temperaturschock 
ausgesetzt, die Bakterien im Kulturmedium angezüchtet und auf LB-Agar 
(Luria/Miller; Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) ausplattiert. Nach 24 h Inkubation 
bei 37°C wurden aus den sichtbar gewachsenen Koloni en mittels steriler 
Pipettenspitze drei bis fünf Proben gepickt und jeweils in ein mit LB-Medium 
versetztes 5 ml-Fläschchen überführt. Die den Medien als Selektionsmarker 
zugesetzten Antibiotika Ampicillin bzw. Kanamycin hatten eine Konzentration von 
100 µg/ml bzw. 25 µg/ml.  
Wuchsen die Bakterien progredient, so trat nach einer 24 h Inkubation bei 37°C im 
Schüttler (225 rpm) eine Trübung des Mediums auf. Die DNA aus 2-4 ml des Zell-
Medium-Lysates wurde anschließend mit einer Miniprep® (Abschnitt 2.2.2.2; Qiagen, 
Hilden, Deutschland) isoliert. Mit einem Restriktionsverdau konnte die erfolgreiche 
Transformation des Vektors festgestellt werden. Die Selektion mit der höchsten 
Plasmid-Ausbeute wurde z.T. als Backup-Stock konserviert, respektive zur weiteren 
Verwendung amplifiziert. 
 
2.2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA 
Mittels alkalischer Lyse ließ sich aus den E. Coli Bakterien Plasmid-DNA isolieren. 
Kleinere DNA-Mengen wurden durch eine Miniprep® gewonnen. Für größere Mengen 
wurde die Midi- oder die Maxiprep® (beide Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. 
Die Isolierung erfolgte nach Herstellerprotokoll. Sowohl Quantität als auch Qualität 
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der DNA-Isolierung konnten anschließend mit einer Absorptionsmessung im 
Spektrophotometer (Nanodrop®-1000; PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) 
bestimmt werden. Dabei werden grundsätzlich die Absorptionsmaxima zweier 
Wellenlängen (λ= 260 & 280 nm) miteinander verglichen. Das Absorptionsmaximum 
von Nukleinsäuren liegt bei λ= 260 nm (hauptsächlich durch deren aromatischen 
Ringe verursacht), das für Proteine bei λ= 280 nm. Deren Relation ist ein Maß für die 
DNA-Reinheit bzw. für bestehende Proteinverunreinigungen (eine Ratio von 260 
nm/280 nm ≥ 1.8 ist ein Indikator für eine ausreichende DNA-Reinheit). Bis zur ihrer 
Verwendung wurde die DNA bei -20°C eingefroren. 
 
2.2.3 Transiente Transfektionen 
Bei der transienten Transfektion mit Nanofectin® (PAA Laboratories GmbH, 
Pasching, Österreich) wird die Vektor-DNA durch Komplexbildung mit kationischen 
Nanopartikeln der Transfektionssubstanz via Endozytose in die Zelle aufgenommen. 
Durch den zelleigenen Biosyntheseapparat wird die DNA anschließend zu 
funktionellen Proteinen translatiert (Nanofectin®-Manual). Die Transfektion mittels 
Nanofectin® erfolgte nach Herstellerprotokoll. Da in aller Regel keine dauerhafte 
Integration der Plasmid-DNA in das Wirtszellgenom stattfindet, ist die Expression der 
transfizierten Proteine zeitlich limitiert (transient). Um die erfolgreiche Transfektion 
des jeweiligen Proteins zu verifizieren, fanden diese immer als Kotransfektion mit 
einem zweiten Vektor statt, der für das Markerprotein EGFP kodiert. In der Annahme 
einer erfolgreichen Koexpression wurden die grün fluoreszierenden Zellen (Abb. 2.2 
B) auf das interessierende Protein bzw. den interessierenden Kanal untersucht 
(siehe auch Abschnitt 2.3.2.3). Die für die transiente Transfektion benötigte cDNA-
Menge betrug für die meisten Konstrukte 1 µg, für BACE1 und EGFP 0.5 µg. Bei 
Verwendung von KCNQ2 und KCNQ3 als Heteromere (Ratio 1:1) konnte die cDNA-
Menge auf 0.2 µg reduziert werden, um nicht zu große Stromamplituden zu erhalten. 
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2.2.4 Compound 3 
Zeitgleich zur Transfektion der cDNA wurde dem Medium der HEK293-Zellen 10 µM 
des spezifischen BACE1-Inhibitors Compound 3 (C3, Merck, Darmstadt, 
Deutschland; Piazzi et al, 2008; Silvestri, 2009) hinzugefügt. Die sich nun 
anschließenden Folgeapplikationen der jeweils gleichen Mengen an C3 fanden nach 
90 min und anschließend alle 12 h bis zur Verwendung für die Patch-Clamp 




2.3.1 Patch Clamp Technik  
Erwin Neher und Bert Sakmann haben 1976 mit der Entwicklung der Patch-Clamp 
Methode eine der wichtigsten elektrophysiologischen Arbeitsmethoden unserer Zeit 
etabliert (Hamill et al., 1981). Diese Leistung wurde 1991 mit dem Nobelpreis für 
Physiologie oder Medizin honoriert. Dabei handelt es sich um eine Methode, mit 
deren Hilfe sich neben Ganzzellströmen erstmals Ströme einzelner Kanäle über 
Zellmembranen bestimmen lassen; eine essentielle Voraussetzung zur Erforschung 
des Stromtransportes durch Ionenkanäle und für die Analyse ihrer kinetischen 
Eigenschaften. 
Die Patch-Clamp Technik stellt eine spezielle Variante der von Cole (1949) und 
Hodgkin, Huxley und Katz (1949) entwickelten Spannungsklemme dar. Dabei wird 
ein vorgegebenes Kommandopotential mit der tatsächlich an der Zellmembran 
anliegenden Spannung verglichen. Beim Auftreten einer Potentialdifferenz wird durch 
einen Verstärker ein kompensatorischer Strom erzeugt, dessen Eigenschaften eine 
indirekte Aussage über die Membranleitfähigkeit und der sie beeinflussenden 
Ionenkanäle zulässt.  
Das Patch-Clamp Verfahren setzt die Herstellung einer mechanisch stabilen, 
elektrisch hochohmigen Verbindung zwischen der Pipettenspitze und der 
Zellmembran eines nur wenige µm2 groβen Membranabschnittes (engl.: patch) 
voraus. Der tatsächliche Abstand zwischen Glaspipette und Membran misst infolge 
elektrostatischer Wechselwirkungen weniger als 1 nm. Man gewinnt solch einen 
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Gigaseal durch plötzliches Anlegen eines Unterdrucks, der elektrische Widerstand 
befindet sich im Gigaohm-Bereich (109 Ω). Dadurch lässt sich das 
Hintergrundrauschen minimieren, welches durch Leckströme am Übergang zwischen 
Membran und Pipettenspitze entsteht. Durch den Gigaseal ist es möglich, Ströme im 
Picoampere-Bereich (10-12 A), also in der Größenordnung von Strömen einzelner 
Kanäle zu detektieren, bei typischerweise angelegten Potentialen im Millivolt-Bereich 
(10-3 V).  
 
Ohne das Seal zu zerstören, sind verschiedene Patchkonstellationen möglich, die 
erstmals von Hamill et al. (1981) vorgestellt wurden. Nach Erreichen des Gigaseals 
(Cell-Attached Konfiguration) kann man durch Anlegen eines plötzlichen Unterdrucks 
in den Whole-Cell Modus wechseln. Dadurch kommt es zum Durchbrechen der 
Zellmembran im Bereich der Pipettenmündung. Der direkte Zugang zum Zytosol 
erlaubt die Erfassung des über die gesamte Zellmembran fließenden Stromes. Die 
anderen Konfigurationen kommen in den Experimenten dieser Arbeit nicht zur 
Anwendung. Alle Strommessungen erfolgen im Voltage-Clamp Modus 
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2.3.2 Patch-Clamp Setup 
Die in den folgenden Abschnitten 2.3.2 und 2.4 näher erläuterten Komponenten 





Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Patch-Clamp Setups. Zur besseren Veranschaulichung ist 
der Großteil des inversen Mikroskops nicht abgebildet. Näheres siehe Text (Vorlage freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt von D. Gremelle). 
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Der gegenüber externen mechanischen und elektromagnetischen Störfaktoren 
äußerst empfindliche Patch-Clamp Aufbau wurde durch den Einsatz einer 
pneumatisch gedämpften Arbeitsplatte weitestgehend gegen mechanische 
Schwingungen abgeschirmt. Elektromagnetische Störsignale, wie beispielsweise das 
50 Hz Netzbrummen, die die Experimente beeinflussen können, wurden durch 
Verwendung eines die Meßvorrichtung umgebenden Faraday’schen Käfigs reduziert. 
Aus dem gleichen Grund fand die Versorgung aller im Käfig befindlichen Verbraucher 
(Mikroskoplampe, LED) mit Gleichspannung statt. Essentiell war auch eine 
konsequente Erdung aller metallischen Teile und Geräte.  
 
2.3.2.2 Verstärker und Software 
Verwendet wurde der Axopatch 200B-Verstärker in Kombination mit dem 16-Bit 
AD/DA-Wandler Digidata 1322A (A: analog, D: digital). Der Verstärker stellt die 
zentrale Einheit des Setups dar. Einerseits können durch ihn die 
Kommandospannungen vorgegeben werden, andererseits lassen sich automatische 
und manuelle Kompensationsvorgänge regulieren. Überdies misst und filtert er die 
ankommenden, analogen Daten. Der am Pipettenhalter angebrachte Vorverstärker 
(CV 203BU HEADSTAGE) dient der Amplifizierung der sehr kleinen Ströme, deren 
Signal/Rausch-Verhältnis unter anderem durch Einsatz einer Transistorkühlung 
(<0°C) zusätzlich optimiert wird. Des Weiteren ermö glicht der Vorverstärker die 
eigentliche Einspeisung der variablen Elektrodenpotentiale. Die Daten wurden mit 
einer Sampling-Frequenz von 20 kHz abgetastet und mit 5 kHz gefiltert (Bessel 
Lowpass-Filter). Unter Verwendung der pClamp9.2-Software ließen sich über den 
Verstärker als zentrale Schnittstelle folgende Operationen durchführen: 
Onlineaufzeichnung und –monitoring, Speicherung und Archivierung der 
digitalisierten Messwerte, Programmierung und Applikation der Kommandopotentiale 
(alle oben aufgeführten Geräte und Software von Molecular Devices/MDS Analytical 
Technologies, Sunnyvale, CA). 
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2.3.2.3 Mikroskop  
 
Abb. 2.2: Typische Konfiguration eines Patch-Clamp Experimentes unter Fluoreszenzanregung. 
A) Von rechts kommend, ist die im ca. 45°-Winkel in d ie Badlösung der Petrischale eingetauchte 
Pipette samt Pipettenhalter sichtbar (1), welcher an den Vorverstärker montiert ist. Etwa im gleichen 
Winkel, links verlaufend, ist das in die externe Lösung eingetauchte Perfusionsfilament erkennbar (2). 
Im Hintergrund befindet sich die mittels einer Krokodilklemme arretierte Erdelektrode (3). Zur 
Anregung des EGFP wird eine Diode mit λ= 475 nm Wellenlänge (blau) verwendet. Die Petrischale (4) 
auf deren Boden die HEK293-Zellen festgesetzt sind, ist in einer Messkammer (5) am Objekttisch 
fixiert. B) Durch Zuschaltung des EGFP-Filters wird die angeregte Emission von grünem Licht          
(λ= 507 nm) der positiv mit EGFP kotransfizierten Zellen detektiert. Zum Vergleich ist rechts daneben 
eine untransfizierte HEK293-Zelle erkennbar. C) Nahaufnahme einer gepatchten HEK293-Zelle im 
Whole-Cell Modus; rechts, die konische Pipettenspitze außerhalb des Fokus mit der Intrazellulär-
lösung (Bilder B und C: Phasenkontrastaufnahmen mit einem Leica-Mikroskop [DMI3000B, Leica 
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland] unter Verwendung einer Metall-Halid-Lichtquelle; 
freundlicherweise überlassen von A. Lampert). 
 
Es wurde ein inverses Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 35, Zeiss, Jena) mit einer 
Hoffmann-Phasenkontrastoptik verwendet. Die Anregung des Markerproteins EGFP, 
ein aus der Qualle Aequorea victoria isoliertes, fluoreszierendes Protein (Calfie et al., 
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1994), erfolgte durch ein High-Power-LED Modul (λ= 475 nm; Rapp Opto Electronic 
GmbH, Hamburg). Bei einem Anregungsmaximum von λ= 488 nm (blau; Abb. 2.2 A) 
verschiebt EGFP (Enhanced Green Flourescent Protein) das Emissionsmaximum in 
den grünen Wellenlängenbereich nach λ= 507 nm (Prasher et al., 1992; Cormack et 
al., 1996). Durch Zuschaltung eines EGFP-HQ-Filtersatzes (AHF Analysentechnik, 
Tübingen) konnte somit nach erfolgter Anregung die Fluoreszenz des Markerproteins 
EGFP sichtbar gemacht werden (s. Abb. 2.2 B). Zur Onlinedokumentation der 
gemessenen Zelle war an die Mikroskopoptik eine CCD-Kamera (Charge Coupled 
Device-Kamera; Model No.SSC-M370CE, Sony, Japan) angeschlossen, welche die 
digitalen Signale auf einen Schwarz-Weiß-Monitor (Model No.PVM-95E, Sony, 
Japan) überträgt. Diesem war ein PC (zur Photodokumentation) nachgeschaltet. 
 
2.3.2.4 Filament 
Anwendung fand ein selbstgebautes Y-Filament mit Magnetventilschaltung. Der 
Fluss erfolgte durch die Gravitation. Das ca. 50 mm lange, Polyamid-beschichtete 
Glasfaserfilament mit einem Innendurchmesser von 0.1 mm diente der Applikation 
der Badlösungen. Es wurde in einem sicheren Abstand zur ausgewählten Zelle auf 
gleicher Höhe wie diese platziert. Die Filamentöffnung sollte sich  gerade außerhalb 
des bei 40x-Vergrößerung eingestellten Sichtfeldes befinden, um so keine den Seal 
beeinflussenden mechanischen Reize zu setzen und um hierbei keine Aktivierung 
mechanosensitiver Ionenkanäle zu induzieren. Der Zulauf war mit einem Schlauch 
verbunden, welcher die externe Lösung aus dem oberhalb des Meßplatzes 
befindlichen Applikationsgefäß aufnahm und via Filament die Zellen perfundierte 
(Abb. 2.3). Der an eine Saugpumpe angeschlossene Ablaufschlauch machte einen 
lokalen Austausch der Badlösung möglich. Grundsätzlich lassen sich zwei 
Funktionszustände des Filaments beschreiben. 1.) Die Öffnung des Ventils führt über 
das angeschlossene Vakuum zu einem Abfluss aus dem Applikationsgefäß in einen 
Vorratsbehälter. 2.) Im geschlossenen Zustand des Ventils erfolgt die Perfusion der 
Zellen in der Petrischale aus dem höher platzierten Applikationsgefäß.    
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2.3.2.5 Pipetten  
Mittels eines horizontalen Pipettenziehgerätes (DMZ-Universal Puller, Zeitz 
Instruments GmbH, München) wurden die in dieser Arbeit verwendeten Borosilikat-
Glaskapillaren (GC150F-10, 1.5 mm Außen- und 0.86 mm Innendurchmesser, 
Harvard Apparatus LTD, Edenbridge, UK) zu jeweils zwei Pipetten gezogen und bei 
Bedarf anschließend hitzepoliert. Der angestrebte Pipettenwiderstand betrug 2-3 MΩ. 
 
2.3.2.6 Elektroden  
Die verwendeten Pipetten- und Erdelektroden bestehen aus chloriertem Silberdraht. 
Dabei stellt die Pipettenelektode die Verbindung des Vorverstärkers mit der 
Pipettenlösung her. Die Erdelektrode verbindet die Badlösung mit der Masse und 
dient als elektrische Referenzelektrode. Mittels Chlorierung lassen sich die an den 
verschiedenen Übergängen innerhalb der Messkette entstehenden Offset-Potentiale 
reduzieren. Vor der Chlorierung wurde die Drahtoberfläche mit feinem Sandpapier 
bearbeitet. Die hierdurch erreichte Befreiung von Staubpartikeln und Fett dient der 
besseren Haftung der Chlorid-Beschichtung. An die in einer 150 mM NaCl-Lösung 
eingetauchte Silberelektrode wurde für 30 min eine Gleichspannung von 9 V           
(I= ca. 1 mA) angelegt. Nach Schließung des Stromkreises durch Eintauchen eines 
Kathodendrahtes und der als Anode gepolten Silberelektrode können sich an dieser 
die Chloridionen anlagern. 
 
2.3.2.7 Klimaanlage 
Ihr Einsatz erlaubte eine witterungs- und jahreszeitenunabhängige Messung unter 
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1-2 h vor der Messung wurden die trypsinisierten Zellen ausgesetzt (Abschnitt 2.1.6), 
um einen ausreichenden Anteil an einzeln liegenden, am Boden abgesetzten Zellen 
zu erhalten. Zur eigentlichen Messung wurden die Zellen in ihrer Petrischale aus dem 
Inkubator genommen, deren Medium durch zwei- bis dreimaliges Spülen mit externer 




Die Applikation der internen Lösung in die Glaspipette geschah mit Hilfe einer 1 ml-
Einmalspritze (Norm-Ject®), der ein Nylonspritzenfilter (Nalgene®) mit einer 
Porengröβe von 0.2 µm aufgesetzt war, an den sich ein dünnes Quartz-Filament 
(MicroFil®) anschloss. Die Pipette wurde zu etwa 1/6-1/10 ihrer Gesamtlänge 
luftblasenfrei befüllt, nach Einschub über die chlorierte Pipettenelektrode mit Hilfe 
eines Schraubgewindes am Pipettenhalter fixiert und durch Zwischenschaltung eines 
Dichtungsringes, zur Vermeidung eines Druckverlustes, versiegelt. Um das Auftreten 
von Offset-Potentialen zu minimieren, sollte nur der chlorierte Bereich der 
Silberelektrode Kontakt zur internen Flüssigkeit haben. 
 
2.4.3 Zellauswahl 
Die Selektion der Zellen fand mit Hilfe eines 10x- bzw. 40x-Objektives wahlweise 
durch normales Auflicht oder unter Einsatz einer LED statt. Durch die 
Fluoreszenzeinrichtung ließen sich die mit EGFP transient kotransfizierten HEK293- 
bzw. N1E-Zellen detektieren. Die Erfahrung zeigt, dass separat liegende, mittelgroβe 
bis kleine, runde  Zellen, die vollständig am Boden haften, die besten Seal- und 
Meßeigenschaften bieten. Außerdem sollte ihre Oberfläche idealerweise keine 
Verzweigungen aufweisen, da dies die Anzahl der RC-Komponenten in der 
Zellmembran erhöht. Dabei bestünde das Problem, dass diese Komponenten bei 
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einer erfolgten Änderung der Kommandospannung erst mit umgeladen werden 
müssten (Abschnitt 2.4.4). Nach erfolgter Auswahl wurde die Zelle durch horizontale 
Verschiebung des Objekttisches relativ zur Lichtquelle mit Hilfe eines 2D-
Manipulators im eingeblendeten Fadenkreuz bei 40x-Vergrößerung zentriert. 
 
2.4.4 Erreichen eines Gigaseals 
Über ein angeschlossenes Drucksystem wurde ein leichter, konstanter Überdruck an 
die Pipette angelegt. Dies erfolgte zur Vermeidung einer Verschmutzung der 
Pipettenmündung. Mittels eines hydraulischen 3D-Mikromanipulators (Narishige 
MLW3, Tokyo) wurde die Pipettenspitze nach erfolgtem Eintauchen in die Badlösung 
nahe der Zelle positioniert. Generell sollte die Elektrode die Grenzfläche Luft/Wasser 
nur ein einziges Mal passieren. Ein manueller Nullabgleich am Verstärker diente der 
Kompensation des Pipettenoffsetpotentials. Dieser sollte vor dem Übergang in den 
Cell-Attached Mode vorgenommen werden, sobald sich die Pipettenspitze 
unmittelbar über der Zelle befindet. Mittels Einspeisung eines rechteckigen 
Testpulses war die Annäherung an die Zelle und die dadurch bedingte Zunahme des 
Pipettenwiderstandes durch die leichte Abnahme des Stromsignales am Oszilloskop 
(PM3215, Philips, Hamburg) erkennbar. Ausserdem führte der durch den Überdruck 
verursachte, kontinuierliche Flüssigkeitsausstrom aus der Elektrodenöffnung zu einer 
minimalen Deformation der Zelloberfläche, welches mitunter anhand eines 
Lichtreflexes wahrgenommen werden konnte. Die Cell-Attached Konfiguration wurde 
nun durch behutsame Anlage eines leichten Unterdruckes erreicht. Das so 
hergestellte Gigaseal war anhand einer weitgehend abgeflachten Stromspur 
erkennbar. Bei einer anliegenden Spannung von 10 mV und einem angenommenen 
Sealwiderstand von beispielsweise 1 GΩ betrug der Reststrom laut Ohm’schen 
Gesetz noch etwa 10 pA. Transiente Stromspitzen, die unter anderem durch die 
kapazitiven Ströme der Pipette (Kapazität des Elektrodenglases) bzw. des 
Pipettenhalters bedingt waren, ließen sich durch Regulation des τ-fast Schalters am 
Verstärker (kosmetisch) kompensieren. Vor Übergang in den Whole-Cell Modus 
wurde in der Clampex 9.2®-Software von Sealtest auf Membrantest umgeschaltet. 
Dies war mit einer Änderung der anliegenden Kommandospannung verbunden, die 
im Bereich des Ruhemembranpotentiales bei etwa -70 mV liegen sollte, um so eine 
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zu starke Zelldepolarisation zu vermeiden und gleichzeitig die Ausbildung eines 
Seals unter möglichst physiologischen Potentialen zu begünstigen. Durch Applikation 
eines kurzen, starken Unterdruckes ließ sich der Übergang in den Ganzzellmodus 
und die somit hergestellte, elektrisch leitende Verbindung zum Zytosol an dem 
plötzlichen Auftreten kapazitiver Ladeströme am Anfang und am Ende des 
rechteckigen Testpulses erkennen. 
  
Das elektrische Ersatzschaltbild der Zellmembran besteht aus einer Parallelschaltung 
des Membrankondensators mit dem Eingangswiderstand (RC-Glied). Der 
Serienwiderstand, welcher zwischen dem Silberdraht der Elektrode und dem 
Zellinneren abfällt, befindet sich im Idealfall nur leicht über dem des 
Elektrodenwiderstandes, ist überdies jedoch meist durch die Elektrodenspitze 
verstopfende Membranfragmente deutlich erhöht. Ein vom Verstärker induzierter 
Strom wirkt sich nicht direkt auf das Zellmembranpotential aus, sondern geschieht 
mit einer zeitlichen Latenz, da zunächst der Membrankondensator auf-/umgeladen 
werden muss. Die Geschwindigkeit dieser Umladung wird maßgeblich vom 
Serienwiderstand bestimmt. Ist dieser stark erhöht, fällt über diesen Widerstand ein 
Teil der Spannung ab. Das geklemmte Potential kann nun nicht mehr erreicht 
werden; es resultiert ein Spannungsfehler. Aus diesem Grund erfolgte nach 
Erreichen des Whole-Cell Modus eine Einstellung der automatischen 
Serienwiderstandskompensation auf 75-80%, was eine beschleunigte Umladung der 
Membran bedingte. Durch manuelle Nachkompensation des Serienwiderstandes und 
der Kapazität wurde eine weitgehende Artefaktkompensation angestrebt.  
 
Diesen Voreinstellungen konnte nun die eigentliche Messung folgen, welche 
frühestens 5 min nach Erreichen des Whole-Cell Modus begonnen werden sollte, da 
lediglich ein vorheriger Austausch des Zytosols mit der Pipettenlösung optimale 
Ausgangsbedingungen garantierte. Der Zugangswiderstand betrug typischerweise  
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Tab. 2.2: Zusammensetzung der internen Lösungen. Die Einstellung des pH-Wertes von 7,2 
erfolgte durch Verwendung von KOH.  
 Pipettenlösung -Intern- (mMol/l) 
 
    
 HEK293  N1E-115 
    
 KCNQ2/3 KCNQ1/E1  Nav-Kanäle 
     
NaCl - 5  5 
K-Glukonat        125 -  - 
KCl      10 120  120 
MgCl2                        1,5 2  2 
CaCl2  5 1  1 
Hepes                      10 10  10 
EGTA             10 5  5 
Na2-ATP  2 -  - 
     
 
 
Die verwendeten Lösungen entsprachen in ihren Kalium- und 
Natriumionenkonzentrationen sowie ihren Osmolaritäten ungefähr den 
physiologischen Parametern eukaryotischer Zellen. Die Pipettenlösung entsprach im 
Whole-Cell Modus der Intrazellulärflüssigkeit, die externe Badlösung dem 
extrazellulären Milieu des zu messenden Zellverbandes. Zusätzlich zur normalen 
externen Lösung wurde bei den Messungen der KCNQ-Kanäle für die Tail-Ströme 
(Abschnitt 3.2) noch eine Lösung mit nahezu symmetrischer K+-Konzentration (Iso-
K+) verwendet, um bei einem somit in Richtung Depolarisation verschobenen 
Gleichgewichtspotential eine möglichst große Stromamplitude bei negativen 
Potentialen zu generieren. Die Messungen der KCNQ2/3-Ströme in 
Neuroblastomzellen fanden unter Zugabe von 1 µM TTX (Tetrodotoxin) zur externen 
Lösung statt, um die intrinsisch in N1E-Zellen exprimierten Natriumströme zu 
inhibieren, welche sich störend auf die Kaliumkanalableitungen auswirken könnten. 
Die internen Pipettenlösungen wurden nach ihrer Herstellung in Eppendorf-Tubes mit 
jeweils 1 ml Inhalt aliquotiert, bei -20°C eingefro ren und bedarfsweise aufgetaut. Vor 
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Tab. 2.3: Konfiguration der externen Lösungen. Die physiologischen Lösungen wurden mit NaOH 
auf einen  pH von 7,4 eingestellt, für die Iso-K+-Lösungen (150mM K+) wurde hierzu KOH verwendet. 
 Badlösung -Extern- (mMol/l) 
 
    
 HEK293  N1E-115 
     
 KCNQ2/3 und KCNQ1/E1  Nav-Kanäle 
     
 Physiologisch Iso-K+  Physiologisch 
     
NaCl 145 5  145 
KCl      4 150  4 
MgCl2                        2 2  2 
CaCl2  2 2  2 
Hepes                      10 10  10 
D-Glukose          10 10  10 
TEA - -  10 
     
 
 
CaCl2 und MgCl2 dienen der Membranstabilisierung und verbessern die 
Sealbildungseigenschaften. HEPES puffert die Lösung, um den Einfluss der 
Protonen konstant zu halten. Der Einsatz von D-Glukose soll die Zellen vital halten. 
Das an Natrium gebundene ATP (Na2-ATP; Adenosin-Tri-Phosphat; Klöckner und 
Isenberg, 1992) dient der Energieversorgung der Zellen. EGTA (Ethylene glycol bis 
(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic-acid) ist ein Ca2+-spezifischer Chelator mit 
etwa 103-fach niedrigerer Affinität zu Mg2+ und dient der Einstellung des freien Ca2+. 
TEA (Tetra-Ethyl-Ammonium) inhibiert unselektiv Kaliumkanäle, was zur 




Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von pClamp9.2® oder 10.2® (Clampfit, 
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Die anschließende graphische Darstellung 
und die statistischen Analysen erfolgten mit der OriginPro 7G® oder 8G®-Software 
(OriginLab Corporation, Northhampton, MA, USA). Bei einem Vergleich von lediglich 
zwei Gruppen wurde ein gepaarter Student‘s t -Test angewendet. Bei mehr als zwei 
zu testenden Gruppen erfolgte eine einwegige Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit 
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anschließendem Mittelwertvergleich nach Tukey. Alle Daten wurden als Mittelwert ± 
Standardfehler (S.E.M.: Standard Error of the Mean) dargestellt. Signifikant waren 
Ergebnisse mit p<0.05. 
 
2.7 Elektrophysiologische Parameter 
Die Steady-State Aktivierung und Inaktivierung stellen zwei wichtige Parameter zur 
Beschreibung der elektrophysiologischen Eigenschaften von Ionenkanälen dar. 
Dabei bringt man die Kanäle durch einen langanhaltenden Vorpuls einer bestimmten 
Spannung in einen definierten Ausgangszustand (Steady State). Anschließend wird 
die Reaktion der Ströme bei unterschiedlichen Spannungen (V) untersucht. Um die 
spannungsabhängige Aktivierung zu erfassen, müssen die Spitzenströme (I) in die 
entsprechenden Leitfähigkeiten (G) transformiert werden (Gleichung 1), um sie 
anschließend mittels einer Boltzmann-Funktion (Gleichung 2) zu beschreiben. Zwei 
essentielle Parameter, die sich aus der Boltzmann-Funktion ergeben, sind der 
Steilheitsfaktor k (Slope) und das halbmaximale Potential V0.5, bei dem die Hälfte 
aller am Gesamtstrom beteiligten Kanäle ihre Ausgangskonformation geändert 
haben.  
Die Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken beschreiben den zeitlichen Verlauf der 
Kanalöffnungen und -schließungen und lassen sich mit Hilfe der Zeitkonstanten τi 
und den zugehörigen Fraktionen Ai beschreiben (Gleichung 3).  
 
Berechnung der Leitfähigkeiten: 
rev





                                                          (Gleichung 1) 
Das Umkehrpotential Erev ist Ionenkanal-spezifisch und lässt sich anhand der 
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                                             (Gleichung 2) 







ƒ (t) =  A  e  + k
                                   (Gleichung 3) 
Ai  = Amplituden der Transienten  
τi  = Zeitkonstanten 
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3.1 Effekte von BACE1 auf Nav-Ströme in N1E-115 Zellen 
3.1.1 BACE1 beeinflusst die Natriumkanalaktivierung 
In einer ersten Versuchsreihe sollte die Wirkung der β-Sekretase (BACE1) auf 
spannungsgesteuerte Natriumkanäle (Nav) untersucht werden. Nach derzeitigen 
Erkenntnissen stellt der amyloidogene Pathway (Abschnitt 1.3.1.1), der über die 
BACE1 führt, einen entscheidenden Pathogenitätsfaktor in der Entstehung der 
Alzheimer’schen Erkrankung (AD) dar (Cole und Vassar, 2007a, b). Dies geht zum 
Teil mit Befunden einer gesteigerten Enzymaktivität und erhöhter Expressionsdichten 
der BACE1 im hippocampalen und kortikalen Hirngewebe von AD-Patienten einher 
(Yang et al, 2003). Um eine mögliche Interaktion mit den α- und β-Untereinheiten der 
Natriumkanäle zu untersuchen, habe ich die murine BACE1 transient in N1E-115 
Neuroblastomzellen überexprimiert und deren intrinsische Natriumströme mittels der 
Whole-Cell Patch-Clamp Technik gemessen. 
 
Abb. 3.1 A zeigt die für spannungsabhängige Natriumkanäle charakteristische 
Stromantwort auf das im Inset abgebildete Treppenprotokoll. Die zunehmende 
Depolarisierung bewirkte eine vermehrte Aktivierung der Kanäle. Diesem schloss 
sich eine schnelle Inaktivierung der Kanäle an, wodurch der Strom rasch abnahm. 
Mit zunehmender Depolarisation reduzierte sich das treibende Potential, was sich ab 
einer bestimmten Spannung in einer stetigen Reduktion der Stromspitzen äußerte. 
Die Applikation von 1 µM des spezifischen Natriumkanalinhibitors Tetrodotoxin (TTX) 
bewirkte die für TTX-sensitive Natriumkanäle charakteristische Hemmung des 
Stroms (Inset der Abb. 3.1 A). 
 
Wie im Methodenteil beschrieben (Abschnitt 3.3.2.1), wurden aus den gemessenen 
Stromtransienten die entsprechenden Aktivierungskurven konstruiert (Abb. 3.1 B) 
und die beiden Parameter V0.5 für die halbmaximale Aktivierung und der Slopefaktor k 
bestimmt. Das Umkehrpotential Erev zur Ermittlung der Leitfähigkeit G betrug unter 
unseren Meßbedingungen laut Nernst’ scher Gleichung für die Nav-Kanäle +86.3 mV.  
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Abb. 3.1: Einfluss von BACE1 auf intrinsische Natriumkanäle. Whole-Cell Ableitungen von 
intrinsischen Nav-Strömen in murinen N1E-115-Zellen mit und ohne transienter Überexpression der 
mBACE1 und deren Inhibition durch den BACE1-Inhibitor C3 A) Typische Messung einer Nav-
Aktivierungskurve, welche anhand des im Inset dargestellten Spannungsprotokolls generiert wurde. 
Die Dauer des Vorpulses betrug 2 s. Die im Inset dargestellte Kontrollmessung veranschaulicht die 
Reduktion der Natriumstromamplitude nach Applikation von 1 µM TTX (rot; gleiche Dimensionierung 
der Legende wie bei den unbehandelten Strömen). B) zeigt die Aktivierungskurven der intrinsischen 
Natriumkanäle. Die Aktivierungskurven wurden aus Messungen wie in A) erstellt, normalisiert und mit 
einem Boltzmann-Fit angepasst. C) Exemplarische Stromverläufe während der Steady-State-
Inaktivierung von Natriumkanälen nach Anwendung des im Inset dargestellten Treppenprotokolls. Die 
Dauer der variablen Vorpulse betrug 1 s. D) zeigt Inaktivierungskurven der Natriumkanäle, welche 
mittels Normierung der einzelnen Spitzenströme auf die maximale Amplitude der Spitzenströme 
gewonnen und anschließend mit einem Boltzmann-Fit angepasst wurden. * p<0.05, *** p<0.001. 
 
Bei  Überexpression von BACE1 wies V0.5 der nativen Nav-Ströme in N1E-Zellen eine 
signifikante Verschiebung der Aktivierungskurve in Richtung Hyperpolarisation auf. 
Dabei betrug V0.5 für die Natriumströme unter Kontrolle -5.1±1.1 mV, bei k= 6.4±0.3 
mV (n= 12). Bei einer Überexpression mit BACE1 betrug V0.5= -17.4±1.0 mV; k 
verhielt sich mit 5.2±0.2 mV (n= 21) nicht signifikant unterschiedlich.  
 
Als Kontrolle dienten Messungen an nativen N1E-Zellen, die zusätzlich zu der 
BACE1-Überexpression mit Compound 3 (C3; Piazzi et al, 2008; Silvestri, 2009; 
Malamas et al., 2009) präinkubiert wurden. Die Aktivierungskurven des Na+-Stroms 
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unter Einfluss der durch C3 inaktivierten BACE1 zeigten, wie auch in Anwesenheit 
ihres aktiven Pendants gemessen, eine Linksverschiebung in Richtung 
Hyperpolarisation (V0.5= -21.9±1.3 mV, k= 5.1±0.3 mV, n= 10). Dabei verlagerte die 
inaktivierte BACE1 die Natriumkanalaktivierung signifikant weiter in Richtung 
negativer Potentiale, als es bei alleiniger Überexpression mit BACE1 zu beobachten 
war (p= 0.03). Um einen möglichen Eigeneffekt des C3 auszuschließen, wurden die 
nativen N1E-Zellen mit diesem inkubiert. Auch hier resultierte eine leichte, aber 
signifikante Linksverschiebung (p= 0.02) der nativen Natriumstromkurven (V0.5= -
10.1±0.6 mV, k=  5.5±0.2 mV, n= 12).  
 
Die gemessene N1E-Zelllinie exprimiert nachweislich signifikante Level der 
endogenen BACE1 (Huth et al., 2009). Der unter C3-Einwirkung beobachtete Effekt 
auf die Aktivierung der Nav-Ströme ließe sich durch Inhibition der endogenen BACE1 
erklären und diente somit als indirekter Nachweis einer intrinsischen BACE1-
Expression (s. Abschnitt 4.1).  
 
Verglichen mit dem unbehandelten Na+-Strom bewirkten die Inkubation mit C3 und 
die Überexpression mit BACE1 und C3 in einem mittleren Potentialbereich (-20 mV 
bis +20 mV) jeweils einen größeren Anteil an funktionell verfügbaren Na+-Strömen.  
 
3.1.2 BACE1 hat keinen Einfluß auf die Natriumkanalinaktivierung 
Die Steady-State Inaktivierung des schnellen Natriumstroms ist in Abb. 3.1 C 
exemplarisch dargestellt. Der Strom wurde durch das im Inset abgebildete 
Spannungsprotokoll generiert. Mit zunehmender Depolarisation des Vorpulses nahm  
der Anteil aktivierbarer Kanäle im Testpuls ab, was sich in einer stetigen Reduktion 
der induzierbaren Spitzenströme äußerte.  
 
In Abb. 3.1 D sind die Inaktivierungskurven abgebildet. Weder eine Vorbehandlung 
der nativen N1E115-Zellen mit C3, noch eine transiente Überexpression mit der 
BACE1 zeigten einen signifikanten Einfluss auf das Steady-State-
Inaktivierungsverhalten der Nav-Kanäle. V0.5 der nativen Natriumströme betrug  
          
  
         Ergebnisse 
- 40 - 
 
 
-61.4±0.4 mV, bei k= 7.9±0.4 mV (n= 12). Durch Inhibition der intrinsischen BACE1 
mit C3 betrug V0.5= -58.3±0.6 mV und k= 7.6±0.5 mV (n= 8). Bei transienter BACE1-
Überexpression der N1E-Zellen war V0.5= -60.2±0.4 mV und k= 8.8±0.4 mV (n= 25). 
 
3.1.3 BACE1 beeinflusst die Erholung der Natriumkanäle von der Inaktivierung 
Ein weiterer wichtiger Parameter zur Charakterisierung von Whole-Cell 
Natriumströmen ist die Bestimmung der für die Erholung von der Inaktivierung 
benötigten Zeit (Recovery). Abb. 3.2 A zeigt die Registrierung der Natriumströme als 
Antwort auf das im Inset gezeigte Recovery-Protokoll. Die nach Ablauf der variablen 
Erholungszeiten aus der Inaktivierung gemessenen Ströme wurden in Abb. 3.2 B 
gegen ∆t aufgetragen. Hier zeigte sich der Anteil an nach fortschreitender 
Erholungsdauer wieder aktivierbaren Kanälen, welches sich in einer Zunahme der 
Spitzenströme des zweiten Spannungspulses äußerte. Eine Quantifizierung der 
ermittelten Recovery-Kurven anhand einer schnellen und einer langsamen 
Komponente fand durch einen bi-exponentiellen Fit statt. Die mit den Zeitkonstanten 
korrespondierenden Amplitudenfraktionen Afast und Aslow beschreiben den Anteil des 
nach Ablauf von τfast und τslow jeweils wieder induzierbaren Stroms aus der 
Inaktivierung. 
 
Tabelle 3.1: Elektrophysiologische Parameter der Recovery der Na+-Kanäle in N1E-Zellen unter 
Einfluss der mBACE1. Die p-Werte sind in Relation zur Kontrollsituation (Nav1 in N1E-115) 
aufgetragen. **p<0.01. 
      Konstrukt Recovery     
      
 τfast (ms) Afast τslow (ms) Aslow n 
 
     
Nav1 in N1E-115 8.2±0.9 0.80±0.04 98.9±37.1 0.28±0.04 16 
+mBACE1 6.6±0.9 0.59±0.05** 58.0±10.7 0.46±0.04** 16 
+C3 12.8±3.2 0.59±0.06** 88.0±20.8 0.41±0.05 12 
 
     
 
Abb. 3.2 B zeigt die Verfügbarkeiten der Natriumströme aus der Inaktivierung, deren 
Parameter in Abb. 3.2 C und D aufgetragen sind. Dabei ließen sich anhand der Abb. 
3.2 C bzw. D und der Tabelle 3.1 von der BACE1-Aktivität abhängige 
Erholungszeiten der Natriumkanäle aus der Inaktivierung beobachten. Gegenüber 
dem Wildtyp bewirkte eine Überexpression der N1E-Zellen mit BACE1 eine anhand 
der Parameter τfast und τslow erkennbare Beschleunigung der Erholung. Die 
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entsprechenden Amplitudenfraktionen Afast und Aslow verhielten sich signifikant 
unterschiedlich. Verglichen mit einer BACE1-Überexpression hatte die Inhibition der 
in N1E-Zellen endogen exprimierten BACE1 durch Compound 3 (C3) eine 
Verzögerung der Erholung zur Folge. Dabei war die schnelle Zeitkonstante der 
Erholung (τfast) unter C3-Präinkubation gegenüber der bei BACE1-Überexpression 
signifikant (p<0.05), die langsame Zeitkonstante (τslow) lediglich tendenziell 
verlangsamt, bei sich nicht unterschiedlich verhaltenden Anteilen beider 




Abb. 3.2: Einfluss der BACE1 auf die Recovery der Nav-Kanäle von N1E-Neuroblastomzellen. 
Whole-Cell Messungen der Nav-Ströme in N1E-115-Zellen mit (rot) und ohne (schwarz) transienter 
Überexpression der mBACE1 sowie deren Inhibition durch C3 (grün). A) Mit Hilfe des im Inset 
gezeigten Doppelpulsprotokolles mit variablen Zeitintervallen (∆t [ms]; rot) zwischen den jeweils 15 ms 
dauernden, depolarisierenden Testpulsen I und II kann die Erholung aus der Inaktivierung bestimmt 
werden. In B) sind die einzelnen Verläufe der Erholung abgebildet. Der jeweils nach der Inaktivierung 
gemessene Spitzenstrom I∆t des zweiten Pulses wurde auf den vom ersten Puls verursachten 
Spitzenstrom II (Puls I in A) normiert und gegen die variable Intervalldauer aufgetragen. Der 
Kurvenverlauf der Datenpunkte ließ sich mit einer Exponentialfunktion 2. Ordnung beschreiben. Die 
anhand des durchgeführten Fits erhobenen Parameter (τfast und Afast bzw. τslow und Aslow) sind in C) 
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3.2 Stromcharakteristika spannungsgesteuerter KCNQ2- und KCNQ3-Kanäle 
Um die im Folgenden untersuchten KCNQ2- und KCNQ3-Ströme charakterisieren zu 
können, soll im Rahmen dieses Abschnittes auf deren elektrophysiologischen 
Eigenschaften und die Auswertung dieser Ströme eingegangen werden. Abb. 3.3 A 
zeigt den für HEK293-Zellen typischen, intrinsischen Auswärtsstrom nach Anlage des 
im Inset gezeigten Protokolls. Dem 1.5 s dauernden Vorpuls folgten die variablen 
Depolarisationsschritte. Dabei wurden Lösungen mit physiologischen Kalium- und 
Natriumkonzentrationen verwendet.  
 
Das im Anschluss an die variablen Treppenpulse angelegte Haltepotential bei -40 
mV diente der Generierung der in Abb. 3.3 B bis D sichtbaren, langsamen Tail-
Ströme, welche für die verwendeten KCNQ-Kanäle charakteristisch waren und sich 
dementsprechend nicht in den Stomkurven untransfizierter HEK293-Zellen (Abb. 3.3 
A) finden ließen. 
 
Die Bestimmung der Aktivierungskinetik der KCNQ-Ströme ist im Inset der Abb. 3.3 B 
exemplarisch durch einen monoexponentiellen Fit einer Originalstromspur des 
KCNQ2-Monomers bei Aktivierung durch einen Depolarisationsschritt auf -10 mV 
dargestellt. 
 
Anhand der Abbildungen 3.3 B bis D zeigte sich auch die typische Eigenschaft der 
KCNQ2- und KCNQ3-Kanäle, bei anhaltender Depolarisation der Membran langsam 
zu aktivieren und anschließend in einen Sättigungszustand überzugehen (Steady-
State). Dieser war in den Originalstromableitungen anhand des horizontalen 
Verlaufes der Stromamplituden erkennbar. 
 
Eine Überexpression mit KCNQ2 führte zu dem charakteristischen langsamen 
Aktivierungsverlauf der Ströme in Abb. 3.3 B mit einer, im Vergleich zu den 
intrinsischen Auswärtsströmen in Abb. 3.3 A deutlich erhöhten Amplitude.  
Verglichen mit den KCNQ2-Strömen zeigte eine Überexpression der KCNQ3-
Monomere in Abb. 3.3 C die typischerweise beschleunigt ablaufende Aktivierung bei 
insgesamt kleinerer Amplitude. 
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Abb. 3.3 D zeigt die charakteristischen Auswärtsströme des heteromeren 
Konstruktes KCNQ2/3 (cDNA-Transfektionsratio von 1:1). Im Vergleich zu den 
Homomeren waren die Stromamplituden der KCNQ2/3-Konstrukte typischerweise 
deutlich größer. 
 
Die Leitfähigkeitskurve (G) in Abb. 3.3 E beschreibt die Spannungsabhängigkeit der 
Ströme (I) zum Zeitpunkt ihrer vollständigen Aktivierung bei konstanten Potentialen. 
Das Umkehrpotential Erev zur Ermittlung der entsprechenden Leitfähigkeiten der 
KCNQ2- und KCNQ3-Kanäle betrug hier laut Nernst’scher Gleichung -90.2 mV. Die 
aus den Strömen konstruierten Aktivierungskurven wiesen idealerweise einen 
sigmoidalen Verlauf auf (Abb. 3.3 E und F). Mittels eines Boltzmann-Fits (Abb. 3.3 F) 
ergaben sich die zur Beschreibung der Aktivierung verwendeten Parameter V0.5  und 
k. 
 
Als Ausschlusskriterien für eine verwertbare Messung galten in dieser Arbeit ein 
Nicht-Erreichen des Steady-State Zustands in den Originalstromableitungen, ein 
nach Erreichen des Leitfähigkeitmaximums Gmax wieder deutlicher Abfall der 
Leitfähigkeitskurve um >1/3 der maximalen Leitfähigkeit (stärker als in Abb. 3.3 E), 
sowie das Auftreten eines nicht-sigmoidalen, beispielsweise linearen 
Leitfähigkeitsverlaufes, ohne in einen Sättigungszustand überzugehen. 
 
Die anhand des Beispiels in Abbildung 3.3 E zu beobachtende, wieder abfallende 
Sättigung bei Potentialen jenseits von +30 mV befand sich noch innerhalb des 
definierten Toleranzbereiches. Die entsprechenden Datenpunkte nach Erreichen der 
maximalen Sättigung wurden nicht in die Auswertung mit einbezogen (siehe Abb. 3.3 
F; Verwendung der Datenpunkte aus E nur bis +30 mV).  
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Abb. 3.3: Charakteristische elektrophysiologische Parameter von KCNQ2- und KCNQ3-Kanälen 
bei transienter Überexpression in HEK293-Zellen. Erläuterung siehe Text. 
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Abb. 3.3 G zeigt die typischen Tail-Ströme von heteromeren KCNQ2/3-Kanälen zur 
Bestimmung der Deaktivierungskinetik unter Verwendung einer annähernd gleich 
hohen Kaliumkonzentration der extra- und intrazellulären Lösung. Diese 
unphysiologische Konzentrationsangleichung bewirkte einen Anstieg des 
Umkehrpotentials Erev für Kaliumionen von vormals -90.2 mV (unter physiologischer 
Badlösung) auf +2.7 mV, was die Generierung einer möglichst großen Amplitude des 
Kaliumeinstromes bei Anlage von negativen Potentialen begünstigte. Erzeugt wurden 
die Ströme durch das im Inset der Abb. 3.3 G gezeigte Spannungsprotokoll bei einer 
Vorpulsdauer von 1 s. Die anhand der Tail-Ströme ermöglichte Beschreibung der 
Deaktivierungskinetik fand unter Verwendung einer Exponentialfunktion 1. Ordnung 
statt (Inset der Abb. 3.3 H). 
 
Abb. 3.3 H zeigt einen vergrößerten Maßstab des Zeitverlaufs aus Abb. 3.3 G. Die 
Wirkung des spezifischen KCNQ2/3-Inhibitors Linopiridine (10 µM) diente als 
Kontrolle der Transfektion mit KCNQ2/3-Kanälen. Verglichen mit der unbehandelten 
Kontrolle der gleichen Zelle (schwarz) ist deren Amplitudenabfall bei Anlage eines 
jeweils gleichen Testpulsniveaus nach den in min (rot) angegebenen Einwirkzeiten 
von Linopiridine aufgetragen. Nach 0.5 min waren ca. 50% der die Tail-Ströme 
generierenden KCNQ2/3-Kanäle blockiert. Nach 6.5 min waren die KCNQ2/3-Kanäle 
nahezu komplett inhibiert, was anhand der beinahe vollständig reduzierten 
Stromamplitude veranschaulicht wird. Der verbliebene Strom setzte sich aus einem 
kleinen Restanteil nicht inhibierter KCNQ2/3-Ströme und aus in HEK293-Zellen 
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3.3 Einfluss von Nav β2- und β4-Untereinheiten auf KCNQ2- und KCNQ3-Ströme 
in HEK293-Zellen 
Die folgenden Versuche fanden in Anlehnung an in diesem Labor gewonnenen 
Ergebnissen aus Koexpressionsexperimenten in HEK293-Zellen statt. Eine 
transiente Kotransfektion der α-Untereinheiten von Natriumkanälen (Nav1.2 α) mit 
akzessorischen β-Untereinheiten spannungsgesteuerter Kaliumkanäle (KCNE1) 
führte zu einer signifikanten Verschiebung der Nav1.2-Aktivierungskurve in Richtung 
Hyperpolarisation (Daten von K. Schmidt-Neuenfeldt, unveröffentlicht). 
Im Gegensatz zu den Nav 1.2-Kanälen lassen sich im neuronalen Gewebe keine 
signifikanten Level der KCNE1-Untereinheiten nachweisen (Ohya et al., 2002; 
McCrossan und Abbott, 2004). Aufgrund einer fehlenden Überlappung der 
Expression beider Untereinheiten scheint eine möglicherweise daraus resultierende, 
die Kanalspezies übergreifende, funktional relevante Interaktion in vivo eher 
unwahrscheinlich. Eine genauere Untersuchung der KCNE1 β-Untereinheiten, deren 
endogene Expression zusammen mit KCNQ1 (Kv7.1) für die kardiale Repolarisation 
funktionelle Bedeutung hat und deren mögliche Beeinflussung durch die BACE1 wird 
im Abschnitt 3.6 behandelt. 
 
Zwei weitere Vertreter aus der mit den KCNE1-Untereinheiten interagierenden Kv7-
Familie sind die KCNQ2- und KCNQ3-Kanäle (Kv7.2 und Kv7.3). Diese weisen ein 
neuronales Expressionsmuster auf (Gutman et al., 2005) und organisieren sich 
topologisch eng mit den Nav1.2-Kanälen zusammen innerhalb sogenannter initialer 
Axonsegmente (AIS; Axonal-Insertion-Segments) zentraler und peripherer Neurone 
(Chung et al., 2006), welches die Möglichkeit einer eventuell vorhandenen Interaktion 
der beiden Ionenkanalspezies unterstreicht. In diesem Kontext scheint eine von 
Deschênes und Tomaselli (2002) im Expressionssystem beobachtete Modulation 
spannungsabhängiger Kaliumkanäle durch β-Untereinheiten von Natriumkanälen 
besonders interessant zu sein (näheres in Abschnitt 4.2). 
 
Die folgenden Experimente beschäftigten sich mit der Fragestellung, ob die humanen 
KCNQ2/3-Ströme durch die humanen β2- und β4-Untereinheiten 
spannungsgesteuerter Natriumkanäle (Nav β2 und Nav β4) beeinflusst werden 
können. Die hKCNQ2- und hKCNQ3-Konstrukte wurden jeweils als Homomere 
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beziehungsweise als Heteromere mit und ohne den Nav hβ2- und mβ4-
Untereinheiten transient in HEK293-Zellen transfiziert und deren Ströme quantifiziert. 
Eine proteolytische Prozessierung der Nav hβ2- und mβ4-Untereinheiten durch die 
humane BACE1 und die daraus möglicherweise resultierende, veränderte Modulation 
der hKCNQ2- und hKCNQ3-Ströme wird in Abschnitt 3.4 behandelt.  
 
3.3.1 Einfluss von Nav β2-Untereinheiten auf heteromere KCNQ2/3-Kanäle 
 
 
Abb. 3.4: Einfluss der Nav hβ2-Untereinheit und der hBACE1 auf hKCNQ2/3-Ströme.  
A) Spannungsabhängigkeit der Aktivierung von hKCNQ2/3-Kanälen mit und ohne transienter 
Überexpression der Nav hβ2-Untereinheiten sowie hBACE1 in HEK293-Zellen. Die Aktivierungskurven 
wurden aus Messungen wie in Abb. 3.3 D erstellt und mit einem Boltzmann-Fit angepasst. B) 
Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung von hKCNQ2/3 allein bzw. bei Kotransfektion mit 
den humanen Nav β2-Untereinheiten mit und ohne hBACE1. *p<0.05, **p<0.01. 
 
Eine Koexpression von KCNQ2/3 mit der β2-Untereinheit des Natriumkanals (blau; 
V0.5= -26.9±1.2 mV; k= 10.2±0.2 mV, n= 18) in Abb. 3.4 A) zeigte im Vergleich zur 
KCNQ2/3-Kontrolle (schwarz; V0.5= -20.7±1.2 mV; k= 10.8±0.4 mV, n= 19) eine 
signifikante Linksverschiebung der Aktivierungskurve um 6.2 mV in Richtung 
Hyperpolarisation (p= 0.044). Die Reversibilität dieses Effektes unter Einfluss der 
BACE1 (rot) und deren Auswirkung auf die Kinetiken werden im Abschnitt 3.4 näher 
beschrieben. 
 
Die mittels eines monoexponentiellen Fits der Originalstromkurven (siehe Inset der 
Abb. 3.3 B und Abschnitt 3.3.1.1) bestimmten Aktivierungskinetiken der KCNQ2/3-
Kanäle sind zusammen mit den entsprechenden Verläufen der Deaktivierung (Fit im 
Inset der Abb. 3.3 H in Abb. 3.4 B) dargestellt. Dabei verhielt sich die 
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Aktivierungskinetik der KCNQ2/3-Ströme (schwarz) nicht unterschiedlich zu der 
Aktivierungskinetik der KCNQ2/3-Ströme unter Koexpression mit den Nav β2-
Untereinheiten (blau). Zur Einsicht der Zeitkonstanten sei im Folgenden auf Tab. 6.3 
im Anhang verwiesen. Verglichen mit der KCNQ2/3-Kontrolle (schwarz; Abb. 3.4 B) 
bewirkte die zusätzliche Überexpression der KCNQ2/3-Kanäle mit den Nav β2-
Untereinheiten (blau) eine in zwei Datenpunkten (-80 und -70 mV) signifikante 
Verzögerung der Deaktivierungskinetik. 
 
3.3.2 Einfluss von Nav β2-Untereinheiten auf homomere KCNQ2- und KCNQ3-
Ströme 
Anhand der folgenden Messungen sollte quantifiziert werden, ob sich der 
beobachtete Effekt der humanen Nav β2-Untereinheiten auf die Stromparameter der 
heteromeren hKCNQ2/3-Kanäle auch auf die hKCNQ2- und hKCNQ3-Monomere 
übertragen ließe. 
 
Abb. 3.5 A zeigt die spannungsabhängige Aktivierung der KCNQ2-Ströme. Das 
Potential der halbmaximalen Aktivierung V0.5  betrug für KCNQ2 (schwarz) -15.3±0.9 
mV, bei einem k von 12.6±0.4 mV (n= 10). Eine Koexpression von KCNQ2 mit Nav 
β2 (blau) hatte mit einem V0.5  von -18.9±2.4 mV (k= 11.9±0.5 mV, n= 9) keine 
wesentliche Verschiebung der Aktivierungskurve zur Folge. 
Auf den Einfluss der BACE1 (rot), respektive der N- und  C- terminalen Fragmente 
der Nav β2-Untereinheiten (grau bzw. grün) auf die KCNQ2-Homomere wird in 
Abschnitt 3.4.2 näher eingegangen. 
 
Weder die Aktivierungs-, noch die Deaktivierungskinetiken unterschieden sich bei 
einer Überexpression mit den Nav β2-Untereinheiten von der KCNQ2-Kontrolle (Abb. 
3.5 B und Tab. 6.3). 
 
In Abb. 3.5 C betrug V0.5  für die Ströme des KCNQ3-Homomers (schwarz)  
-34.9±1.2 mV (k= 9.7±0.57 mV, n= 8). Die Nav β2-Untereinheit (blau) bewirkte keine 
signifikante Veränderung des Verlaufes der KCNQ3-Aktivierungskurve. V0.5 betrug  
-32.5±1.3 mV (k= 11.2±0.7 mV, n= 7). 
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Abb. 3.5 D zeigt die Aktivierungskinetiken der KCNQ3-Homomere (schwarz) mit und 
ohne Nav β2 (blau), deren Verläufe sich nicht unterschieden. Die 
Deaktivierungskinetik hingegen wies eine signifikante Beschleunigung unter 




Abb. 3.5: Einfluss der Nav hβ2-Untereinheit mit und ohne Überexpression der hBACE1 bzw. der 
Nav mβ2-Fragmente auf die Aktivierungskurven und Zeitkonstanten der hKCNQ2- und 
hKCNQ3-Homomere. A) Spannungsabhängige Aktivierung des hKCNQ2-Homomers bei transienter 
Transfektion mit den humanen Nav β2-Untereinheiten mit und ohne hBACE1, respektive Nav mβ2-ctf 
oder Nav mβ2-ntf in HEK293-Zellen. B) Aktivierungs- und Deaktivierungszeitkonstanten der hKCNQ2-
Ströme in Kombination mit den in A aufgeführten Expressionsvarianten. C) Aktivierungskurven der 
hKCNQ3-Monomere und deren Überexpression mit Nav hβ2. Die korrespondierenden Kinetiken sind 
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3.3.3 Einfluss von Nav β4-Untereinheiten auf heteromere KCNQ2/3-Kanäle 
Eine Überexpression der Nav β4-Untereinheiten mit KCNQ2/3 (blau) hatte, 
abgesehen von einer leichten Linksverschiebung in Richtung Hyperpolarisation, 
keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivierungskurve der KCNQ2/3-Kanäle 
(schwarz; s. Abschnitt 3.3.1). V0.5 betrug hierbei -25.1±1.3 mV, k= 10.1±0.3 mV bei 
n= 17 (Abb. 3.6 A). Auf die unter BACE1-Einfluss bestehende Linksverschiebung der 
KCNQ2/3-Aktivierungskurve (rot) wird in Abschnitt 3.4.2 näher eingegangen. 
Wie in Abb. 3.6 B veranschaulicht, waren die Aktivierungszeitkonstanten unter 
Koexpression des KCNQ2/3-Heteromers mit den Nav β4-Untereinheiten (blau) im 
Vergleich zur KCNQ2/3-Kontrolle (schwarz) ab Potentialen ≥ +20 mV beschleunigt 
(Tab. 6.3). Die Deaktivierungszeitkonstanten verhielten sich unter Koexpression der 





Abb. 3.6: Einfluss der Nav mβ4-Untereinheit auf die Aktivierungskurven und Zeitkonstanten der 
hKCNQ2/3-Heteromere mit und ohne Überexpression der hBACE1. A) Spannungsabhängigkeit 
der Aktivierung von hKCNQ2/3-Kanälen mit und ohne transienter Überexpression der murinen Nav β4-
Untereinheit in HEK293-Zellen. Die Aktivierungskurven wurden aus Messungen wie in Abb. 3.3 D 
erstellt und mit einem Boltzmann-Fit angepasst. B) Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung 
von hKCNQ2/3, respektive bei deren Überexpression mit den Nav mβ4-Untereinheiten mit und ohne 
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3.4 BACE1 beeinflusst die Interaktionen zwischen KCNQ2- und KCNQ3-
Kanälen mit Nav β2- und β4-Untereinheiten in HEK293-Zellen 
In der Literatur gibt es Hinweise, sowohl erhöhte BACE1-Dichten, als auch deren 
erhöhte Aktivität seien mit der Alzheimer’schen Demenz assoziiert (Yang et al., 2003; 
Li et al., 2004).   
 
Im Folgenden sollte daher im Expressionssystem ein möglicher Einfluss einer 
BACE1-Überexpression auf die den neuronalen M-Strom (IM) hauptsächlich 
generierenden KCNQ2- und KCNQ3-Kaliumkanäle (Kv7.2 und Kv7.3; Wang et al., 
1998; Shapiro et al., 2000) untersucht werden. Der M-Strom nimmt insofern eine 
Sonderstellung hinsichtlich der neuronalen Exzitabilität ein, als er einer der 
Kaliumströme ist, die im Spannungsbereich der Initiierung von Aktionspotentialen 
aktiv sein können (Marrion, 1997; Rivera-Arconada et al., 2009). In diesem Kontext 
stellt er auch einen entscheidenden limitierenden Faktor für das repetitive Feuern von 
Neuronen dar, da schon dezente Veränderungen dieser im kritischen 
Potentialbereich regulierten Größe eine Erhöhung der Membranexzitabilität zur Folge 
haben können.  
 
Eine mögliche Modulation des M-Stroms durch BACE1 könnte daher neben den 
derzeit in der Literatur diskutierten Natriumkanälen (Kim et al., 2007) ein weiteres 
elektrophysiologisches Korrelat für die erhöhte Inzidenz der Epilepsie bei 
Alzheimerpatienten (Amatniek et al., 2006) darstellen. In diesem Kontext beschreiben 
Kearney et al. (2006) den interessanten Befund, dass die Individuen mit den für das 
Auftreten der dort untersuchten Epilepsieform verantwortlichen Nav1.2-
Kanalmutationen durch zusätzliche Mutationen von KCNQ2-Kanälen phänotypisch 
eine verstärkte, additive Epilepsie-Symptomatik aufwiesen. 
 
Im Folgenden wurden die humanen KCNQ2- und KCNQ3-Konstrukte in 
verschiedenen Kombinationen mit der hBACE1 und den Nav-Untereinheiten hβ2, 
mβ2-ctf, mβ2-ntf und mβ4 transient in HEK293-Zellen transfiziert und deren Ströme 
mit Hilfe von Whole-Cell Messungen analysiert. 
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3.4.1 BACE1-Effekte auf die Stromparameter heteromerer KCNQ2/3-Kanäle 
unter Einfluss von Nav β2 und β4 
Die alleinige Überexpression mit BACE1 (violett) in Abb. 3.7 A diente als Kontrolle, 
um einen möglichen Eigeneffekt von BACE1 auf die KCNQ2/3 α-Untereinheiten 
(schwarz) auszuschließen. Die halbmaximale Aktivierung V0.5 wies bei zusätzlicher 
Überexpression mit BACE1 keine signifikante Verschiebung der Aktivierungskurve 
auf. V0.5 betrug für KCNQ2/3 in Anwesenheit von BACE1 -25.2±2.0 mV (k= 9.9±0.2 
mV, n= 13).  
 
Die in Abb. 3.7 B dargestellten Aktivierungszeitkonstanten der nativen KCNQ2/3-
Ströme wiesen unter Koexpression mit BACE1 ab einem Potential ≥ +20 mV eine 
signifikante Beschleunigung auf (s. Abschnitt 3.3.1). Deren Deaktivierungskinetiken 
unterschieden sich nicht voneinander (Abb. 3.7 B und Tab. 6.3).  
 
Die unter Koexpression der KCNQ2/3-Kanäle mit den Nav β2-Untereinheiten (Abb. 
3.4 A; blau) zu beobachtende Linksverschiebung der Aktivierungskurve (Abb. 3.4 A; 
schwarz; s. Abschnitt 3.3.1) wies unter zusätzlicher Überexpression von BACE1 
(Abb. 3.4 A; rot) wieder einen in Richtung Depolarisation verschobenen, an die 
KCNQ2/3-Kontrollkurve zurückverlagerten Verlauf auf. V0.5  betrug -19.2±1.9 mV (k= 
9.8±0.5 mV, n= 10). 
 
Während die Aktivierungszeitkonstanten der KCNQ2/3-Kanäle (schwarz) unter 
Kotransfektion der Nav β2-Untereinheiten (blau) keine Unterschiede aufwiesen (s. 
Abb. 3.4 B, zeigte sich in der gleichen Abbildung unter einer zusätzlichen 
Überexpression mit BACE1 (rot) ab Potentialen ≥ +20 mV eine signifikante 
Beschleunigung der Aktivierung. Eine Überexpression der KCNQ2/3-Heteromere 
(schwarz) mit den Nav β2-Untereinheiten (blau) verursachte eine in zwei 
Datenpunkten (-70 und -80 mV) signifikante Verzögerung der Deaktivierungs-
zeitkonstanten (Abb. 3.7 B). Dieser Effekt ließ sich durch eine zusätzliche 
Koexpression mit BACE1 (rot) wieder aufheben. 
 
Unter Präinkubation der HEK293-Zellen mit dem BACE1-Inhibitor C3 (grün; Abb. 3.7 
C) ließ sich die oben beschriebene Rückverlagerung der durch das KCNQ2/3+Nav 
β2-Konstrukt in Richtung Hyperpolarisation verschobenen KCNQ2/3-
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Aktivierungskurve unter zusätzlicher BACE1-Überexpression durch deren Inhibition 
wieder aufheben (p= 0.007). Somit ließ sich demnach der BACE1-Effekt auf das 
KCNQ2/3+Nav β2-Konstrukt durch die Kontrolle mit dem BACE1-Inhibitor C3 wieder 






Abb. 3.7: Einfluss der Nav hβ2-Untereinheiten auf hKCNQ2/3-Ströme und deren Modulierung 
durch hBACE1. In A), C) und E) sind die Aktivierungskurven der hKCNQ2/3-Homomere bei 
transienter Transfektion mit A) hBACE1 oder C) unter Koexpression mit den humanen Nav β2-
Untereinheiten und der inaktiven (murinen), oder der durch C3 inaktivierten (humanen) BACE1, 
respektive E) den murinen C- und N-terminalen Fragmenten der Nav β2-Untereinheiten in HEK293-
Zellen. B), D) und F) zeigt die entsprechenden Aktivierungs- und Deaktivierungszeitkonstanten. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Die unter Überexpression der KCNQ2/3-Heteromere (schwarz) und den Nav β2-
Untereinheiten (blau) mit der BACE1 (rot) erfolgte Beschleunigung der 
Aktivierungszeitkonstanten (Abb. 3.4 B) konnte durch Inhibition der BACE1 mit C3 
(grün; Abb. 3.7 D) nicht aufgehoben werden. Auch hier war über die Potentialspanne 
von 0 mV bis +40 mV eine gegenüber der Kontrolle (schwarz) signifikant 
beschleunigte Kinetik zu verzeichnen.  
 
Anhand der Abb. 3.7 D wird deutlich, dass sich die ursprünglich durch die Nav β2-
Untereinheiten vermittelte Verzögerung der Deaktivierungszeitkonstanten (blau; Abb. 
3.4 B) mittels Inhibition der BACE1 durch C3 (grün) zumindest tendenziell wieder 
erreichen ließ. Dabei hob C3 die durch BACE1 vermittelte Verzögerung der 
Deaktivierung von KCNQ2/3-Nav β2 (blau; Abb. 3.4 B) tendenziell wieder auf.  
 
Die C- und N-terminalen Fragmente der Nav β2-Untereinheiten (β2-ctf; blau und β2-
ntf; grau in Abb. 3.7 E), die als Kontrolle einer durch die BACE1 erfolgten 
Prozessierung der Nav β2-Untereinheiten koexprimiert wurden, zeigten keinen 
Einfluss auf den Verlauf der Aktivierungskurve der KCNQ2/3-Heteromere (β2-ctf: V0.5 
= -19.2±2.0 mV, k= 10.4±0.4 mV, n= 14; β2-ntf: V0.5 = -19.3±1.4 mV, k= 10.1±0.5 mV, 
n= 16). Sie stellen ein weiteres Indiz dafür dar, dass es einer vollständigen, nicht 
durch BACE1 geschnittenen Nav β2-Untereinheit bedarf, um eine Linksverschiebung 
der KCNQ2/3-Aktivierungskurve zu bewirken. 
 
Die C- und N-terminalen Nav β2-Fragmente β2-ntf (grau) und β2-ctf (blau) bewirkten 
beide eine signifikante Beschleunigung der Aktivierungszeitkonstanten (Abb. 3.7 F), 
wobei sich hinsichtlich der Deaktivierungskinetiken keine zur Kontrolle signifikanten 
Unterschiede zeigten. 
 
Als Kontrolle einer möglicherweise vorhandenen enzymatischen Wirkkomponente 
der BACE1 auf die Nav β2-Untereinheiten an der Rückverschiebung der KCNQ2/3-
Aktivierungskurve wurde das katalytisch inaktive, murine BACE1-Konstrukt 
mBACE1D289N verwendet. Bei der mittels PCR-Mutagenese gewonnenen 
BACE1D289N-Mutante war innerhalb der zweiten katalytisch aktiven Bindungsstelle (s. 
Abschnitt 1.3.1.2 und Abb. 1.4) an Position 289 die Aminosäure Asparaginsäure 
(Asp, D) gegen Asparagin (Asn, N) ausgetauscht worden (Asp289 → Asn [D289 → 
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N]). Dies sollte eine Inaktivierung der β-Sekretaseaktivität bewirken (Huse et al., 
2003). Wurde BACE1D289N mit KCNQ2/3 α- und Nav β2-Untereinheiten koexprimiert, 
so zeigte sich, bezogen auf die KCNQ2/3-Aktivierung, keine signifikante 
Verschiebung (braun; Abb. 3.7 C). V0.5  betrug -17.9±1.8 mV mit einem k= 10.1±0.5 
mV, bei n= 10. Die inaktive BACE1 hätte in Analogie zu den vorherigen Resultaten 
den Effekt der Nav β2-Untereinheiten auf den Verlauf der KCNQ2/3-
Aktivierungskurve (blau; Abb. 3.4 A) nicht beeinflussen dürfen. Dies lässt im 
Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen einen von der Sekretaseaktivität der 
BACE1 unabhängigen Einfluss auf die miteinander interagierenden KCNQ2/3- und 
Nav β2-Untereinheiten vermuten. Alternativ könnte es sich bei der verwendeten 
BACE1D289N- Mutante auch um eine nicht funktionale, in diesem Fall weiterhin aktive 
BACE1 handeln. 
 
Unter Koexpression mit den Nav β2-Untereinheiten zeigte die inaktive BACED289N 
(braun)
 
keine zu den Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken der KCNQ2/3-
Kontrolle (schwarz) unterschiedlichen Verläufe (Abb. 3.7 D). 
 
Die unter transienter Überexpression der KCNQ2/3-Kanäle mit den Nav β4-
Untereinheiten beobachtete tendenzielle Verschiebung der Aktivierungskurve in 
Richtung Hyperpolarisation (blau; Abb. 3.6 A) wurde bei zusätzlicher Überexpression 
mit hBACE1 (rot) signifikant (p= 0.028) und war bei halbmaximaler Aktivierung 
gegenüber der KCNQ2/3-Kontrolle um 7.3 mV in Richtung Hyperpolarisation 
verschoben (s. Abschnitt 3.3.3 und Abb. 3.6). V0.5 betrug -28.0±1.8 mV, bei einem  
k von 10.0±0.3 mV und n= 12 Messungen. 
 
Die bei Koexpression der KCNQ2/3-Heteromere (schwarz) mit den Nav β4-
Untereinheiten und der BACE1 (rot; Abb. 3.6 B) vorhandene tendenzielle 
Beschleunigung der Aktivierungskinetik erreichte lediglich in einem Datenpunkt      
(50 mV) ein signifikantes Niveau. Eine Koexpression der KCNQ2/3-Heteromere mit 
den Nav β4-Untereinheiten und der BACE1 (rot) hatte, außer der angedeuteten 
Tendenz einer verzögerten Deaktivierungskinetik, keinen signifikant 
unterschiedlichen Verlauf zur KCNQ2/3-Kontrolle oder deren Kotransfektion mit den 
Nav β4-Untereinheiten.  
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Die Slopefaktoren verhielten sich in dieser Messreihe mit den KCNQ2/3-
Heteromeren alle annähernd identisch (Tab. 6.2), was die Auswahlgüte und 
Vergleichbarkeit der Daten unterstreicht. 
 
3.4.2 BACE1-Effekte auf die Stromparameter homomerer KCNQ2-Kanäle unter 
Einfluss von Nav β2 
Abb. 3.5 A zeigt die spannungsabhängige Aktivierung der KCNQ2-Homomere (zum 
Vergleich s. Abschnitt 3.3.2). Keine der im Folgenden gemachten Koexpressions-
experimente zeigte einen zur KCNQ2-Kontrolle (schwarz) unterschiedlichen Verlauf 
der Aktivierungskurven. Bei einer zusätzlichen Überexpression des KCNQ2+Nav β2-
Konstruktes (blau) mit BACE1 (rot) betrug das halbmaximale Aktivierungspotential 
V0.5= -16.4±2.1 mV (k= 11.9±0.4 mV, n= 7). Eine Koexpression des KCNQ2-
Homomers mit der geschnittenen Untereinheit Nav β2-ntf (grau) hatte ein V0.5 von  
-13.6±1.8 mV (k= 12.8±0.4 mV, n= 11) zur Folge, bei dem Konstrukt KCNQ2+ Nav 
β2-ctf (blau) betrug V0.5= -16.8±1.1 mV (k= 10.7±0.4 mV, n= 9).   
 
Anhand der Abb. 3.5 B ist ersichtlich, dass weder eine Überexpression der KCNQ2-
Homomere (schwarz) mit den Nav β2-Untereinheiten (blau) bzw. deren Koexpression 
mit der BACE1 (rot), noch die Überexpression mit den N- terminalen Nav β –
Untereinheiten (grau) eine Effekt auf die Aktivierungszeitkonstanten hatten. Eine 
Koexpression des KCNQ2-Homomers mit Nav β2-ctf  (blau) hingegen zeigte, 
verglichen mit der KCNQ2-Kontrolle (schwarz), eine über den Verlauf von -30 mV bis 
+20 mV signifikant verzögerte Aktivierungskinetik. 
 
Alle in Abb. 3.5 B dargestellten Deaktivierungskinetiken unterschieden sich nicht von 
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3.5 BACE1-Effekte auf die Stromparameter heteromerer KCNQ2/3-Kanäle unter 
Einfluss von Nav β2 in N1E-115 Zellen 
Die im Expressionssystem beobachtete Modulation der heteromeren KCNQ2/3-
Ströme durch die Nav β2-Untereinheiten und deren Beeinflussung unter 
Überexpression mit der BACE1 wurden im Folgenden anhand von Messungen in 
murinen Neuroblastomzellen überprüft. Die entsprechende cDNA wurde transient in 
Zellen der Neuroblastomzellinie N1E-115 transfiziert. Wie im Diskussionsteil näher 
beschrieben, kann durch Ergebnisse einer RT-PCR (Huth et al., 2009) davon 
ausgegangen werden, dass die verwendeten N1E-Zellen intrinsisch signifikante 
Level der BACE1 exprimieren. Ein Vorkommen der Nav β2-Untereinheiten kann  für 
die verwendete Zelllinie mit der gleichen Methode relativ sicher ausgeschlossen 
werden. Die intrinsische BACE1 wurde in den folgenden Experimenten durch 







Abb. 3.8: Einfluss der humanen Nav β2-Untereinheit auf humane KCNQ2/3-Ströme und deren 
Modulierung durch BACE1 in N1E-Zellen. A) Spannungsabhängigkeit der Aktivierung von 
hKCNQ2/3-Kanälen mit und ohne transienter Überexpression der Nav hβ2-Untereinheiten oder der 
hBACE1 mit und ohne deren Inhibition durch C3, respektive der Inhibition der intrinsischen BACE1 
durch C3. Die Aktivierungskurven wurden aus Messungen wie in C erstellt und mit einem Boltzmann-
Fit angepasst. B) Aktivierungs- und Deaktivierungszeitkonstanten der entsprechenden hKCNQ2/3-
Konstrukte. C) Im gleichen Maßstab dargestellte Kontrollmessung mit dem KCNQ2/3-selektiven 
Inhibitor Linopiridine. *p<0.05, **p<0.01. 
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Keine der in Abb. 3.8 A abgebildeten Aktivierungskurven wies einen signifikant 
unterschiedlichen Verlauf zu der KCNQ2/3+C3-Referenzkurve (grau; V0.5= -24.3±1.2 
mV (k= 9.0±0.2 mV, n= 8) auf. Wie schon im HEK293-System beobachtet, glichen 
die Slopefaktoren einander auch in den N1E-Zellen. Unter alleiniger Überexpression 
des KCNQ2/3-Konstrukts betrug V0.5= -20.4±2.5 mV (schwarz; k= 8.9±0.2 mV, n= 3). 
Unter Kotransfektion von KCNQ2/3 mit den Nav β2-Untereinheiten mit und ohne 
vorheriger C3-Präinkubation war ebenfalls kein unterschiedlicher Aktivierungsverlauf 
nachweisbar (KCNQ2/3+β2: V0.5= -18.8±1.4 mV, k= 8.2±0.2 mV, n= 2, blau vs. grün, 
KCNQ2/3+β2+C3: V0.5= -25.2±1.4 mV, k= 8.3±0.3 mV, n= 6). V0.5 bei Überexpression 
mit KCNQ2/3, Nav β2 und BACE1 (rot) betrug -21.0±1.4 mV bei einem k= 9.4±0.3 
mV (n= 8). 
 
In Abb. 3.8 B werden die verschiedenen Aktivierungskinetiken verglichen (s. Tab. 
6.3). Die Koexpression von KCNQ2/3 mit Nav β2 unter Inhibition der intrinsischen 
BACE1 durch C3 (grün) zeigte keinen wesentlichen Unterschied zur 
Aktivierungskinetik der KCNQ2/3+C3-Referenz (grau). Auch unterschieden sich die 
Aktivierungszeitkonstanten bei Überexpression der N1E-Zellen mit KCNQ2/3 
(schwarz) oder deren Kotransfektion mit den Nav β2-Untereinheiten (blau) nicht von 
der Kontrolle. 
 
Im Gegensatz zu den Ergebnissen im HEK293-Zellsystem, bei dem die 
Aktivierungszeitkonstanten im Vergleich zur Kontrolle beschleunigt waren (s. 
Abschnitt 3.4.1 und Abb. 3.4), zeigte sich in N1E-Zellen bei Koexpression der 
KCNQ2/3-Heteromere mit den Nav β2-Untereinheiten und der BACE1 (rot) eine über 
die Potentialspanne von -30 bis +10 mV signifikant verzögerte Aktivierungskinetik. 
Die Deaktivierungszeitkonstanten der KCNQ2/3-Heteromere unter gleichzeitiger 
Inhibition der intrinsischen BACE1 durch C3 (grau) sind in Abb. 3.8 B dargestellt. 
Eine zusätzliche Überexpression mit den Nav β2-Untereinheiten (grün) übte  keinen 
Effekt auf die Deaktivierungskinetiken aus; Gleiches gilt für das 
KCNQ2/3+BACE1+Nav β2-Konstrukt (rot).  
 
Folglich lassen sich die in N1E-Zellen erhobenen Befunde nicht mit den in HEK293 
gemessenen Ergebnissen in einen funktionalen Zusammenhang bringen. 
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In Abb. 3.8 C ist ein typischer Originalstromverlauf der KCNQ2/3-Kanäle bei 
transienter Expression in N1E-115 Zellen während der Aktivierung aufgezeigt. Durch 
Applikation von 10 µM des selektiven KCNQ2/3-Inhibitors Linopiridine ließ sich die 
Stromamplitude deutlich reduzieren (rot). Zur Inhibition der TTX-sensitiven Fraktion 
der in N1E-Zellen intrinsisch exprimierten Natriumkanäle wurde 1 µM Tetrodotoxin in 
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3.6 Effekt von BACE1 auf den kardialen Iks-Strom in HEK293-Zellen 
In Analogie zu den neuronalen KCNQ2/3-Kanälen und deren möglicherweise 
vorhandene Beeinflussung durch die ubiquitär vorkommende β-Sekretase, stellt sich 
die Frage nach weiteren Substraten der BACE1 innerhalb dieser Kanalfamilie. 
Im Expressionssystem stellen KCNQ1/E1-Kanäle mit ihren langsam aktivierenden, 
einwärtsgleichrichtenden Kaliumströmen das Korrelat für den kardialen Iks-Strom dar, 
welcher für die späte Repolarisationsphase des Aktionspotentials kardialer Myozyten 
verantwortlich ist (Salata et al., 1996; Sanguinetti et al., 1996; Cordeiro et al., 1998). 
Rossner et al. (2001) konnten die Präsenz von BACE1 in murinem Herzgewebe 
nachweisen.  
 
In der folgenden Versuchsreihe ging es um die Fragestellung, ob die Überexpression 
mit BACE1 und eine möglicherweise hiermit einhergehende enzymatische Spaltung 
von KCNE1 β-Untereinheiten (D. Y. Kim; personal communication; s. Abschnitt 4.6) 
einen Einfluss auf IKs-Ströme haben könnte. Hierzu wurden die humanen KCNQ1/E1-
Konstrukte mit und ohne Überexpression der humanen BACE1 transient in HEK293-
Zellen transfiziert und mit Hilfe von Whole-Cell Messungen untersucht. Eine alleinige 
Untersuchung der KCNQ1 α-Untereinheiten als Homomere erwies sich in dem 
verwendeten HEK293-Expressionsmodell aufgrund der sehr niedrigen 
Stromamplitude als nicht zufriedenstellend möglich. 
 
3.6.1 BACE1 bewirkt eine Rechtsverschiebung der KCNQ1/E1-Aktivierung 
Abb. 3.9 A zeigt den für die KCNQ1/E1-Heteromere charakteristischen Verlauf einer 
sehr langsamen Aktivierung, welche auch nach 5 s noch kein Gleichgewicht (Steady-
State) erreicht. Wie im Abschnitt 2.7 beschrieben, wurden aus diesen Experimenten 
Aktivierungskurven konstruiert (Abb. 3.9 F sowie Abb. 3.3 E und F). Das 
Umkehrpotential Erev zur Ermittlung der Leitfähigkeit G betrug laut Nernst’scher 
Gleichung für KCNQ1/E1= -87.2 mV. 
 
Die halbmaximale Aktivierung V0.5 wies bei zusätzlicher Überexpression mit BACE1 
(rot) eine signifikante Rechtsverschiebung (p= 0.02) in Richtung Depolarisation auf. 
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Abb. 3.9: Effekt von hBACE1 auf hKCNQ1/E1 Ströme. Whole-Cell Ableitungen von hKCNQ1/E1-
Strömen in transient transfizierten HEK293-Zellen mit und ohne Überexpression von hBACE1. A) 
Typische Aktivierung von hKCNQ1/E1-Strömen bei schrittweiser Depolarisierung (kotransfiziert mit 
hBACE1). Der Vorpuls bei -70 mV und die variablen Depolarisationsschritte betrugen 5 s. B) 
Monoexponentieller Fit (rot) einer Originalstromspur (schwarz) zur Ermittlung der 
Aktivierungszeitkonstanten. Zusätzlich dargestellt wurde die Kontrolle mit dem spezifischen Iks-
Inhibitor Chromanol 293B (100 µM). C) Tail-Ströme bei hoher externer Kaliumkonzentration wurden 
anhand des abgebildeten Spannungsprotokolles (Inset) gemessen. Der Vorpuls wurde bei +40 mV für 
1 s angelegt, gefolgt von 2 s dauernden Depolarisationen. D) Die Tail-Ströme zur Ermittlung der 
Deaktivierungskinetik wurden mit einem monoexponentiellen Fit angepasst. E) Spannungsabhängige 
Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung von hKCNQ1/E1, respektive bei einer 
Überexpression mit hBACE1. F) Spannungsabhängigkeit der Aktivierung mit und ohne hBACE1-
Überexpression. Die Aktivierungskurven wurden aus Messungen wie in A erstellt und mit einem 
Boltzmann-Fit angepasst. In Anwesenheit von hBACE1 (rot) zeigte sich eine signifikante 
Rechtsverschiebung des Potentiales für die halbmaximale Aktivierung V0.5 in Richtung 
depolarisierterer Potentiale. *p<0.05. 
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V0.5 betrug hierbei für KCNQ1/E1 20.4±3.7 mV (k= 18.2±0.3 mV, n= 10), in 
Anwesenheit von BACE1 32.7±3.3 mV (k= 19.1±0.8 mV, n= 13). Eine 
Überexpression von BACE1 hatte, im Vergleich zum alleinigen KCNQ1/E1-Konstrukt, 
keinen Unterschied hinsichtlich des Slopefaktors zur Folge. V0.5, die Slopefakoren 
und die unten aufgeführten Kinetiken gehen in etwa mit Literaturdaten von humanen 
KCNQ1/E1-Konstrukten im HEK293-System konform (Sun et al., 2008).  
 
 
Tab.3.2: Aktivierungsparameter und Stromdichten von hKCNQ1/E1. Dargestellt jeweils als 
Mittelwert ± S.E.M. 
Konstrukt Aktivierung 
   
Stromdichte bei +40 mV 
 V0.5 (mV) Slope (mV) n p (pA/pF) p 
 
      
hKCNQ1/E1 20.4±3.7mV 18.2±0.3mV 10 -- 46.7±9.7 -- 
+hBACE1 32.7±3.3mV 19.1±0.8mV 13 0.022 49.7±7.8 0.8 
 
 
3.6.2 BACE1 hat keinen Einfluss auf die Zeitkonstanten der KCNQ1/E1-Ströme 
Ein weiterer essentieller Parameter zur elektrophysiologischen Charakterisierung des 
KCNQ1-Kanals, insbesondere bei dessen Kombination mit KCNE1, stellt die Kinetik 
der Aktivierung und der Deaktivierung während einer induzierten Änderung des 
Membranpotentials dar. Mittels eines monoexponentiellen Fits ließen sich die 
spannungsabhängigen Kinetiken der Aktivierung (Abb. 3.9 B) aus den in Abb. 3.9 A 
gezeigten Stromverläufen ermitteln. Um die in Abb. 3.9 C dargestellten 
Deaktivierungsströme zu erhalten, wurden die transfizierten Zellen mit dem im Inset 
gezeigten Protokoll geklemmt. Um eine möglichst große Amplitude des 
Kaliumeinstroms bei negativen Potentialen zu generieren, wurde die externe 
physiologische Lösung durch eine mit erhöhter Kaliumkonzentration (Tab. 2.3; Erev= 
+5.7 mV) ersetzt. Die Bestimmung der Deaktivierungszeitkonstanten erfolgte mit 
Hilfe eines monoexponentiellen Fits (Abb. 3.9 D). Abb. 3.9 E zeigt die 
spannungsabhängigen Kinetiken von KCNQ1/E1 allein (nact.= 6, ndeact.= 11) 
beziehungsweise bei Überexpression mit BACE1 (nact.= 9, ndeact.= 11). Es zeigten 
sich keine signifikanten Differenzen. Die Wirkung des spezifischen KCNQ1/E1-
Inhibitors Chromanol 293B (Loussouarn et al., 1997) diente in dieser Testreihe als 
Positivkontrolle der erfolgreichen Transfektion mit KCNQ1/E1. Abgesehen von den 
intrinsischen Auswärtsströmen der HEK293-Zellen ließ sich der KCNQ1/E1-Strom 
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bei einer Konzentration von 100 µM Chromanol 293B nahezu komplett inhibieren 
(Abb. 3.9 B). 
 
3.6.3 BACE1 hat keinen Einfluss auf die Stromdichten der KCNQ1/E1-Kanäle  
Die Erfassung eines möglichen Einflusses der BACE1 auf die Stromdichten von 
KCNQ1/E1 stellt einen weiteren interessanten Parameter dar. Durch ihn lassen sich 
Änderung der Oberfächenexpression von Kanälen beurteilen. Die Stromdichte 
errechnete sich aus dem Quotienten der maximalen Amplitude bei einer 
Depolarisation auf +40 mV und der jeweiligen Zellkapazität (KCNQ1/E1: n= 10; 
+BACE1: n= 13). Durch die Zugabe von BACE1 zeigte sich anhand der Daten keine 
signifikante Änderung der Stromdichten von KCNQ1/E1 (Tab. 3.2). Die Werte 
betrugen für KCNQ1/E1 46.7±9.7 pA/pF, für KCNQ1/E1+hBACE1 49.7±7.8 pA/pF. 
Grundsätzlich ist die Aussagekraft der hier im transienten Expressionssystem 
gemessenen Stromdichten limitiert, da im Gegensatz zum stabilen System keine 
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4.1 Die Natriumkanalaktivierung und deren Erholung von der Inaktivierung wird 
durch BACE1 moduliert 
Die Überexpression von BACE1 in N1E-115 Neuroblastomzellen führte zu einer 
Linksverschiebung der Aktivierungskurve endogener Natriumströme (Abschnitt 
3.1.1). Die zusätzliche pharmakologische Inhibition der BACE1 durch C3 verschob 
die Aktivierungskurve noch weiter in Richtung Hyperpolarisation. Eine Inhibition der 
endogenen BACE1 durch C3 führte ebenfalls zu einer Linksverschiebung der 
Aktivierungskurve (Abb.3.1 B).  
 
Ein Eigeneffekt der C3 auf die Aktivierung von Natriumkanälen kann zumindest an 
Nav1.2-überexprimierenden HEK293-Zellen ausgeschlossen werden (Huth et al., 
2009). Die in dieser Arbeit verwendeten N1E-Zellen weisen ebenfalls überwiegend 
eine Nav1.2-Expression auf (Benziger et al., 1999). 
 
Diese Experimente zeigen, dass die BACE1, unabhängig von ihrer katalytischen 
Aktivität, zu einer Verschiebung der Aktivierungskurve in Richtung Hyperpolarisation 
führt. Dies lässt sich durch eine direkte Interaktion der BACE1 mit den Nav α-
Untereinheiten erklären. Huth et al. (2009) stellten die gleiche Hypothese anhand von 
Versuchen mit einer katalytisch inaktiven BACE1-Mutante auf.  
 
Die rein katalytische BACE1-Aktivität führt im Gegensatz dazu zu einer 
Rechtsverschiebung der Aktivierung. Diese Aktivität ergibt sich aus der Differenz der 
inhibierten und nicht-inhibierten BACE1-Kurven (endogene BACE1 vs. C3; 
überexprimierte BACE1 vs. BACE1+C3; Abb. 3.1 B). Die proteolytischen Effekte von 
BACE1 auf andere mögliche Targets, insbesondere die β-Untereinheiten von 
Natriumkanälen, wurden hier nicht weiter untersucht. Aus der Literatur ergeben sich 
die im Folgenden aufgeführten Befunde. 
 
Huth et al. (2009) konnten zeigen, dass lediglich Nav β1- und β3-Untereinheiten in 
N1E-Zellen exprimiert werden, jedoch nicht Nav β2 und β4. Die β1- und β3-
Untereinheiten der Natriumkanäle stellen laut Wong et al. (2005) zumindest in vitro 
Targets der BACE1 dar. Allerdings ließen sich deren C-terminalen BACE1-
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Spaltprodukte im Gegensatz zu denen der Nav β2- und β4-Untereinheiten in 
primären Mäuseneuronen (kortikal, subkortikal und zerebellär) nicht nachweisen 
(Wong et al., 2005). Wie schon von Huth et al. (2009) für Nav β2 und Nav β4 
beschrieben, könnte die proteolytische Spaltung der β-Untereinheiten die Aktivierung 
der Natriumkanäle beeinflussen. 
 
Der Einfluss der Nav β1 auf die Aktivierung von Nav 1.2 wird sehr widersprüchlich 
beschrieben (Patton et al., 1994; McEwen et al., 2004; Xu et al., 2007). Nav β3 übt 
keinen Einfuß auf die Aktivierung aus (Merrick et al., 2009). Allerdings haben beide 
Untereinheiten einen konsistenten, deutlichen Einfluss auf die Steady-State 
Inaktivierung. Nav β1 verursacht einen Shift in Richtung Hyperpolarisation, während  
Nav β3 einen Shift in Richtung Depolarisation bewirkt. Die Messungen dieser Arbeit 
(Abschnitt 3.1.2 und Abb. 3.1 D) zeigen allerdings keinen Einfluss der BACE1 auf die 
Steady-State Inaktivierung, was anhand der Daten von Huth et al. (2009) bestätigt 
werden konnte. 
 
Insgesamt lässt sich anhand dieser Daten nicht abschätzen, ob die proteolytischen 
Effekte der BACE1 über Nav β1 und Nav β3 vermittelt werden. Hier sind weitere 
Untersuchungen nötig. Abhängig von der Ausstattung bestimmter Zelltypen mit Nav 
α- und β-Untereinheiten könnten sich bei einer Überexpression von BACE1 
Verschiebungen der Aktivierung in Richtung Hyperpolarisation ergeben, die unter 
pharmakologischer BACE1-Inhibition noch verstärkt würden. Interessant ist dies 
insbesondere, da im Hirngewebe von AD-Patienten gesteigerte BACE1-Dichten 
festgestellt werden konnten (Yang et al., 2003; Li et al., 2004). Bei einer 
Verschiebung der Aktivierungskurven in Richtung Hyperpolarisation stehen in einem 
bestimmten Potentialbereich eine größere Anzahl geöffneter Natriumkanäle zur 
Verfügung, was in Neuronen eine erhöhte Entladungsbereitschaft zur Folge haben 
könnte.  
 
Tendenziell ist die Erholung der Natriumkanäle von der Inaktivierung unter BACE1-
Überexpression beschleunigt (Abschnitt 3.1.3 sowie Abb. 3.2 B bis D und Tab. 3.1). 
Dies würde die Entladungsbereitschaft weiter steigern. Hier könnte eine 
pharmakologische Inhibition im Gegensatz zur Aktivierung diesen Effekt allerdings 
reduzieren. 
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Abhängig davon, ob Interneurone oder Pyramidenzellen betroffen wären, könnte  
eine Imbalance zwischen neuronaler Exzitation und Inhibition resultieren. Dies wäre 
ein möglicher Erklärungsansatz für die erhöhte Inzidenz der mit dem Morbus 
Alzheimer assoziierten epileptischen Anfälle (Hauser et al., 1986; Amatniek et al., 
2006). 
 
4.2 KCNQ2/3-Kanäle interagieren mit Nav β2-Untereinheiten und werden dabei 
durch BACE1 beeinflusst 
In Expressionsexperimenten mit HEK293-Zellen hat die β2-Untereinheit der 
Natriumkanäle die Aktivierung von KCNQ2/3-Strömen in Richtung Hyperpolarisation 
verschoben (Abschnitt 3.3.1 und Abb. 3.4 A). Dieser Effekt setzt offenbar die 
komplette Nav β2-Untereinheit voraus, da unter Koexpression der Nav β2-
Untereinheiten mit BACE1 sowie den Nav β2 ctf- und ntf-Fragmenten keine 
Verschiebung mehr auftrat (Abschnitt 3.4.1 sowie Abb. 3.4 A und 3.7 E). Die BACE1-
Überexpression hat im Gegensatz zu den Natriumkanälen keinen proteolytisch 
unabhängigen Effekt auf die Spannungsabhängigkeit der KCNQ2/3-Aktivierung (Huth 
et al., 2009).  
 
Der gleiche Zusammenhang ergibt sich für die Deaktivierungszeitkonstanten. Nav β2 
verlangsamt die Deaktivierung der KCNQ2/3-Heteromere (Abschnitt 3.3.1 und Abb. 
3.4 B). Dieser Effekt kann wiederum durch BACE1 aufgehoben werden, während 
BACE1 keinen Eigeneffekt hat (Abschnitt 3.4.1 sowie Abb. 3.4 B und 3.7 B). 
 
Ein etwas anderes Bild stellt sich für die Betrachtung der Zeitkonstanten der 
Aktivierung dar. Die Nav β2-Fragmente beschleunigen jeweils die Aktivierung, 
nachgewiesen durch die Koexpression von Nav β2 mit BACE1, respektive durch die 
Nav β2 ctf- und ntf-Fragmente (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.4.1 sowie Abb. 3.4 B und 3.7 
F). Ein nicht-proteolytischer Effekt von BACE1 ist nicht komplett ausgeschlossen, da 
auch die pharmakologisch inhibierte BACE1 eine Beschleunigung verursachte (Abb. 
3.7 B).  
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Abb. 4.1: Kolokalisation von KCNQ3 und Nav im Ranvier‘ schen Schnürring. Die 
Übereinanderlagerung beider Immunfluoreszenzfärbungen zum Nachweis von KCNQ3- (rot) und Nav-
Kanälen (grün) verdeutlicht deren unmittelbare Kolokalisation (gelb) im Ranvier‘ schen Schnürring (n; 
p, paranodaler Bereich; aus Pan et al., 2006). 
 
 
In der Literatur gibt es eine Reihe von Befunden, die eine Interaktion von Natrium-
und Kaliumkanaluntereinheiten plausibel erscheinen lassen und somit die Relevanz 
der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse unterstreichen. Neben der 
unmittelbaren neuronalen Kolokalisation und einer engen, funktionalen Kooperation 
der KCNQ2/3-Heteromere mit den Nav1 α-Untereinheiten innerhalb der initialen 
Axonsegmente und der Ranvier‘ schen Schnürringe (Pan et al., 2006; Bennett und 
Healy, 2008; Abb. 4.1) beobachteten Deschênes und Tomaselli (2002) erstmalig eine 
direkte Interaktion von Nav β-Untereinheiten mit den α-Untereinheiten von Kv-
Kanälen in HEK293-Zellen. Dabei modulierten die Nav β1-Untereinheiten die Gating-
Eigenschaften und die Oberflächenexpression von Kv4.3-Kanälen, die in kardialen 
Myozyten eine Hauptkomponente des Ito -Stromes (transient outward) bilden und 
somit eine wichtige Rolle bei der kardialen Repolarisation einnehmen. Gene-silencing 
Experimente lassen eine komplexe Interaktion der Kv4-Kanäle mit beispielsweise 
KChIP2 (K+-channel interacting protein 2), Nav β1 und vielleicht auch Nav1.5 
innerhalb der Multi-Protein-Signalkomplexe vermuten (Meadows und Isom, 2005; 
Deschênes et al., 2008).  
 
Denkbar ist aber auch, dass die nicht vollständige Inhibition 
der BACE1 „genügend“ Fragmente entstehen lässt, um die 
Beschleunigung der Aktivierung zu verursachen. Hier wäre 
eine Kontrolle mit einer katalytisch inaktiven, humanen 
BACE1-Mutante nötig. Für diese Arbeit stand aber lediglich 
das murine Analogon zur Verfügung, das in der Kombination 
mit den humanen Nav β2- und KCNQ2/3-Konstrukten keine 
eindeutigen Ergebnisse lieferte (Abb. 3.7 D). 
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Sowohl KCNQ2/3-, als auch Nav-Kanäle besitzen in ihren zytoplasmatischen 
Domänen hochkonservierte Bindungsstellen für das Linkerprotein Ankyrin, welches 
unter anderem für ein kontrolliertes Targeting der Kanalproteine zu den initialen 
Axonsegmenten und für die Ausdifferenzierung von Axonen essentielle Bedeutung 
zu haben scheint (Pan et al., 2006; Rasmussen et al., 2007; Hedstrom et al., 2008; 
Bennett und Healy, 2008). Auch für die Nav β1- und β2-Untereinheiten konnte eine 
Ankyrin-vermittelte Interaktion mit zytoskelettalen Strukturen aufgezeigt werden 
(Malhotra et al., 2000). Somit stellt Ankyrin möglicherweise ein weiteres potentielles 
Bindeglied zwischen den beiden in dieser Arbeit untersuchten Kanalspezies dar. 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es zumindest in vitro zu einer 
Kanalspezies-übergreifenden Interaktion zwischen KCNQ2/3 und den β2-
Untereinheiten von Natriumkanälen kommt. Würde dieser Effekt in vivo auftreten, 
wäre vor allem in neuronalen Geweben die Erregbarkeit aufgrund einer 
Linksverschiebung der Aktivierung durch Nav β2 auf zellulärer Ebene herabgesetzt. 
Eine BACE1-Überexpression würde die Erregbarkeit steigern und könnte einen 
epileptischen Phänotyp bedingen. In diesem Zusammenhang sei auf die Assoziation 
erhöhter BACE1-Level mit dem Morbus Alzheimer und der hierbei erhöhten 
Koinzidenz mit epileptischen Konvulsionen hingewesen (Amatniek et al., 2006; Kim 
et al., 2007). 
 
In N1E-115 Zellen traten allerdings andere Effekte auf (Abschnitt 3.5 und Abb.3.8). 
Das bedeutet, dass hier eine Reihe von anderen Kalium- und 
Natriumkanaluntereinheiten eine Rolle spielen könnten. Die Extrapolation auf in-vivo 
Verhältnisse ist also nur sehr begrenzt möglich, da die Komplexität der 
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4.3 Synergistische Interaktionen der Nav β4-Untereinheiten und BACE1 mit 
KCNQ2/3-Kanälen 
Die Koexpression von Nav β4 und BACE1 zusammen mit KCNQ2/3 verschiebt die 
Aktivierung in Richtung Hyperpolarisation (Abschnitt 3.3.3). Sowohl die 
Überexpression von Nav β4, als auch von BACE1 allein (Abb. 3.6 und Abb. 3.7) 
verursachten tendenziell eine Linksverschiebung der Aktivierungskurve, die jeweils 
nicht signifikant waren. Die wahrscheinlichste Erklärung ist hierbei, dass Nav β4 und 
BACE1 synergistisch auf die Aktivierung wirken und erst in Kombination einen 
signifikant messbaren Effekt verursachen. Während für die Deaktivierung des 
KCNQ2/3-Stromes keine signifikanten Effekte beobachtet wurden, führte die 
Koexpression von Nav β4 zu einer Beschleunigung der Aktivierungszeitkonstanten 
(Abb. 3.6 B). BACE1 allein führt ebenfalls zu einer Beschleunigung der 
Aktivierungsszeitkonstanten von KCNQ2/3 (Abb. 3.7 B). Die Kombination von BACE1 
mit Nav β4 führte im gleichen Maße zu einer Beschleunigung der Aktivierung von 
KCNQ2/3, wie jeweils Nav β4 und BACE1 allein, welche allerdings nur in einem 
Datenpunkt signifikant war (Abb. 3.6 B). 
 
Die wahrscheinlichste Erklärung hierfür ist, dass sich die durch BACE1 und Nav β4 
vermittelten Effekte auf KCNQ2/3 nicht gegenseitig ausschließen, wie es bei den Nav 
β2-Untereinheiten hinsichtlich der Spannungsabhängigkeit der Aktivierung der Fall 
war (Abschnitt 3.3.1 und Abb. 3.4). Die proteolytischen Effekte von BACE1 scheinen 
hier also keinen Einfluss zu haben, obwohl die Nav β4-Untereinheiten 
nachgewiesene Substrate der BACE 1 sind (Wong et al, 2005; Kim et al., 2007; Huth 
et al., 2009). 
 
Somit konnte, wie zuvor für die Nav β2-Untereinheiten, eine direkte Interaktion von 
Natriumkanaluntereinheiten mit Kaliumkanälen aufgezeigt werden. Die funktionellen 
Konsequenzen einer Linksverschiebung der Aktivierungskurve wurden bereits für die 
Nav β2 Untereinheiten in Abschnitt 4.2 dargestellt. Im Gegensatz hierzu hätte eine 
pharmakologische BACE1 Inhibition keinen Effekt auf die Aktivierung. 
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4.4 Fraglicher Einfluss von Nav β2-Untereinheiten und BACE1 auf homomere 
KCNQ2- und KCNQ3-Kanäle 
Die spannungsabhängige Aktivierung der KCNQ2- und KCNQ3-Homomere wird 
durch die Nav β2-Untereinheiten nicht beeinflusst und zumindest bei den homomeren 
KCNQ2-Untereinheiten haben weder die BACE1 noch die C- und N-terminalen Nav 
β2-Fragmente einen Effekt auf die Aktivierungskurven (Abschnitt 3.3.2). Die 
Aktivierungszeitkonstanten sind lediglich unter Koexpression von KCNQ2 mit den C- 
terminalen Nav β2-Fragmenten verlangsamt, während kein Effekt auf die 
Deaktivierungszeitkonstanten zu verzeichnen war (Abb. 3.5 B). Bei den KCNQ3-
Homomeren sind die Deaktivierungszeitkonstanten unter Koexpression der Nav β2-
Untereinheiten beschleunigt, während sie keinen Einfluss auf die Aktivierungskinetik 
haben (Abb. 3.5 D).  
 
Anhand dieser Daten kann nicht entschieden werden, welches der beiden 
Homomere der mögliche Interaktionspartner von Nav β2 beziehungsweise der 
BACE1 ist. Vielmehr scheint es so zu sein, dass die in den Abschnitten 4.2 und 4.3 
beschriebenen Effekte lediglich in der heteromeren KCNQ2/3-Konfiguration 
auftreten. Daher wäre eine komplexe Interaktion innerhalb von Signalosomen 
(Proteinkomplexe; Meadows und Isom, 2005) denkbar. Für diese Hypothese spricht 
beispielsweise auch, dass die M-Ströme in vivo hauptsächlich von den KCNQ2/3-
Kanälen in ihrer heteromeren Konfiguration generiert werden (Schroeder et. al, 1998; 
Cooper et al., 2000; Brown und Passmore, 2009).  
 
4.5 Gemeinsame Abhängigkeiten der spannungsabhängigen Aktivierung von 
Nav1.2 und KCNQ2/3 
Im HEK293-Expressionssystem konnte für die β-Untereinheiten des 
spannungsabhängigen Natriumkanals und BACE1 folgender Zusammenhang gezeigt 
werden: Die Nav β2- und β4-Untereinheiten verschieben die Aktivierungskurven der 
Nav1.2-Kanäle in Richtung Hyperpolarisation (Yu et al., 2003; Huth et al., 2009). 
Durch die proteolytische Aktivität der BACE1 wird der β2-Effekt aufgehoben, 
während der β4-Effekt nicht aufgehoben wurde, da die Proteolyse der β4 keine 
Veränderung der Linksverschiebung bewirkt. Dafür weist die BACE1 in Abwesenheit 
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der Nav β2-Untereinheiten einen nicht-proteolytischen Eigeneffekt auf die Aktivierung 
der Nav1.2-Kanäle auf (Huth et al., 2009). 
 
Interessanterweise konnten in dieser Arbeit vereinfacht die gleichen Abhängigkeiten 
der spannungsabhängigen Aktivierung unter der Kombination KCNQ2/3 mit Nav β2 
bzw. Nav β4 und BACE1 gefunden werden (Abschnitt 3.3.1 sowie 3.3.3 und 3.4.1). 
Dies impliziert, dass die Spannungsabhängigkeit der Aktivierung von Nav1.2- und 
KCNQ2/3-Kanälen in gleicher Weise von den β-Untereinheiten der Natriumkanäle 
und der BACE1 moduliert wird.  
 
Durch verschiedene Expressionsmuster von Nav β2, Nav β4 und BACE1 könnte die 
Erregungsschwelle einer Zelle derart eingestellt werden, dass der schnelle 
Natriumstrom und der M-Strom sich nicht gegenseitig beeinträchtigen. Hypothetisch 
handelt es sich hierbei um einen interessanten Mechanismus, um die 
Aktionspotentialschwelle unterschiedlicher Neurone zu „tunen“. 
 
4.6 BACE1 moduliert die spannungsabhängige Aktivierung von KCNQ1/E1 
Eine BACE1-Überexpression verursachte eine Rechtsverschiebung der 
Aktivierungskurve von transient in HEK293-Zellen exprimierten KCNQ1/E1-Kanälen 
(Abschnitt 3.6.1). Die Zeitkonstanten der Aktivierung und Inaktivierung dieser Ströme, 
sowie die Stromdichten waren unter dem Einfluss von BACE1 nicht verändert 
(Abschnitt 3.6.2 und 3.6.3). 
 
Analog zu den Natriumkanälen (Abschnitt 4.1) können wiederum 2 Hypothesen 
aufgestellt werden. Die veränderte Aktivierung könnte durch eine proteolytische 
Interaktion der BACE1 mit KCNQ α- und/oder β-Untereinheiten sowie mit anderen 
Proteinen aus dem „makromolekularen Signalkomplex“ (Meadows und Isom, 2005) 
zustande kommen. Andererseits könnte auch eine direkte, nicht-proteolytische 
Interaktion stattfinden, wie es schon für die Natriumkanäle gezeigt wurde (Abschnitt 
4.1; Huth et al., 2009). Diese hier erhobenen Ergebnisse könnten auf eine durch die 
BACE1 verursachte Modulation des Aktivierungsverhaltens von KCNQ1/E1-Kanälen 
hindeuten. 
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Für die proteolytische Interaktion sprechen neue Befunde, dass die neuronal und 
kardial exprimierten KCNE2-Untereinheiten spannungsgesteuerter KCNQ-Kanäle als 
neues Substrat von sowohl der α-, β- als auch der γ-Sekretase identifiziert wurden 
(Kim et al., 2009; Posterbeitrag und personal communication). In B104-
Neuroblastomzellen und CHO-Zellen gelang es, mittels sequenzieller Prozessierung 
durch die entsprechenden Sekretasen die Entstehung von KCNE2-ctf und KCNE2-
ICD Fragmenten zu induzieren.  
 
Um die Frage einer direkten Interaktion zu klären, wären zwei wesentliche Kontrollen 
durchzuführen. Einerseits die pharmakologische oder molekularbiologische Inhibition 
der proteolytischen Aktivität von BACE1, andererseits sollte der KCNQ1-Strom ohne 
die Modulation der KCNE1-Untereinheiten untersucht werden. Aufgrund der nur 
geringen KCNQ1-Ströme in HEK293-Zellen müsste ein anderes Expressionssystem 
benutzt werden. Diese Kontrollen werden derzeit im Rahmen einer weiteren 
Dissertationsarbeit durchgeführt (die bis zur Fertigstellung dieser Arbeit erhobenen 
Resultate der Kontrollexperimente bestätigen einen in-vitro Einfluß der BACE1 auf 
KCNQ1/E1-Heteromere; personal communication; unveröffentlicht). 
 
Unabhängig von den zugrundeliegenden Mechanismen verschiebt eine BACE1-
Überexpression die Aktivierungskurve in Richtung Depolarisation. Eine ebenfalls in 
Richtung Depolarisation verschobene Aktivierungskurve der KCNQ1/E1-Kanäle wird 
im Rahmen einer mit dem Long QT-Syndrom (LQTS-5) assoziierten Mutation der 
KCNE1 β-Untereinheiten beobachtet (Harmer et al., 2010; Splawski et al., 1997). 
Dabei stehen in einem für die Repolarisation des kardialen Aktionspotentiales 
interessanten Spannungsbereich funktional weniger KCNQ1/E1-Ströme für dessen 
Beendigung zur Verfügung (Verlängerung der Plateauphase des Aktionspotentials). 
Das heterogene, kardiale Expressionsmuster der Iks-Kanäle (Liu und Antzelevitch, 
1995) und die hierdurch bedingte, regional unterschiedliche Ausstattung an KCNE1-
Mutanten begünstigt die Entstehung inhomogener Aktionspotentialzeiten (Splawski et 
al., 1997). Zudem führt eine verzögerte myokardiale Repolarisation zu einer 
intrazellulären Anhäufung von Kalziumionen (verzögerte Inaktivierung 
depolarisierender Ca2+-Kanäle) und damit zur Generierung von frühen 
Nachdepolarisationen (EADs, early after depolarizations; Roden, 1993; Sato et al., 
2009). Sowohl die unter dem LQT-Syndrom auftretenden irregulären Refraktärzeiten, 
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als auch die EADs begünstigen die Entstehung und Erhaltung kardialer Reentry-
Kreisläufe (kreisende Erregungen). Diese äußern sich elektrokardiographisch in den 
für das Long QT-Syndrom charakteristischen und potentiell letalen, polymorphen 
ventrikulären Tachykardien (Torsade de Pointes Tachykardie; Dessertenne, 1966). 
 
Demnach könnte der beobachtete BACE1-Effekt in ähnlicher Weise wie die LQT5-
Mutation in vivo die kardiale Elektrophysiologie beeinflussen. Zum einen wird die 
BACE1 im kardialen Gewebe in relevanter Dichte exprimiert (personal 
communication: A. Rittger; Institut für Biochemie Universität Kiel, Deutschland und D. 
Y. Kim, Harvard Medical School, Charlestown, MA, USA) und konnte überdies auch 
in humanen Herzgeweben nachgewiesen werden (Yan et al., 1999), zum anderen 
besteht eine Koinzidenz zwischen den verschiedenen Demenzformen und der im 
Alter auftretenden, erhöhten Prävalenz des Vorhof- bzw. des Kammerflimmerns (Ott 
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5. Zusammenfassung 
Das β-site-amyloid-precursor-protein(APP)-cleaving-enzyme1 (BACE1) spielt in der 
Pathogenese der Alzheimer‘ schen Demenz eine wichtige Rolle. Die 
pharmakologische Inhibition der BACE1 stellt eine aussichtsreiche 
Therapiemöglichkeit des Morbus Alzheimer dar. Neben ihrer pathophysiologischen 
Bedeutung wird auch zunehmend die physiologische Funktion der BACE1 
entschlüsselt. So sind kürzlich auch Untereinheiten spannungsgesteuerter 
Natriumkanäle als Zielstrukturen der BACE1 identifiziert worden. 
 
Primäres Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der BACE1 auf die Kanalfunktion 
sowohl von neuronalen Natrium- und Kaliumkanälen, als auch von kardialen 
Kaliumkanälen im Expressionssystem elektrophysiologisch zu charakterisieren. 
Außerdem wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen 
spannungsabhängigen Kaliumkanälen und den β-Untereinheiten von Natriumkanälen 
gibt. Folgende Zusammenhänge wurden in dieser Arbeit gefunden: 
 
1.) In N1E-Zellen führt die katalytisch aktive BACE1 zu einer Verschiebung der 
Aktivierungskurven intrinsischer Natriumkanäle um 12.2 mV in Richtung 
Hyperpolarisation. Die pharmakologische Inaktivierung der intrinsischen bzw. 
überexprimierten BACE1 bewirkt eine, im Vergleich zum jeweils katalytisch aktiven 
Analogon, um 4.9 mV bzw. 4.5 mV weiter in Richtung Hyperpolarisation verschobene 
Aktivierung. Diese Ergebnisse legen nahe, das BACE1 sowohl proteolytisch, als 
auch direkt mit Natriumkanaluntereinheiten interagiert. 
 
2.) Unter Einfluss der β2-Natriumkanaluntereinheiten ist die Aktivierung heteromerer 
KCNQ2/3-Kaliumkanäle in HEK293-Zellen um 6.2 mV in Richtung Hyperpolarisation 
verschoben. Die Deaktivierungszeitkonstanten sind verzögert. β4 bewirkt hingegen 
eine Beschleunigung der Aktivierung von KCNQ2/3-Kanälen, ohne deren 
spannungsabhängige Aktivierung zu beeinflussen. Diese Daten zeigen, dass es in 
vitro zu einer Interaktion der α-Untereinheiten von Kaliumkanälen mit β-
Untereinheiten von Natriumkanälen kommt. 
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3.) Die in 2.) genannten Effekte der β2-Natriumkanaluntereinheiten auf KCNQ2/3-
Kaliumströme lassen sich durch eine BACE1-vermittelte proteolytische Spaltung 
aufheben. Im Gegensatz dazu wird der Effekt der β4-Untereinheiten auf die 
Aktivierung von KCNQ2/3-Kanälen unter Einfluss von BACE1 verstärkt 
(Linksverschiebung um 7.3 mV und verzögerte Deaktivierung).  
 
4.) Im HEK293-System verursacht BACE1 eine Verschiebung der Aktivierungskurve 
von KCNQ1/E1-Kanälen um 12.3 mV in Richtung Depolarisation. 
 
Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass es in vitro zu einem komplexen Zusammenspiel 
von BACE1, KCNQ-Kaliumkanälen und  den β2/ β4-Untereinheiten von 
Natriumkanälen kommt. Dies lässt sich anhand von elektrophysiologischen 
Parametern quantifizieren. 
 
Eine Extrapolation auf in vivo Verhältnisse ist an dieser Stelle nicht möglich, da dies 
die Kenntnis aller beteiligten Ionenkanaluntereinheiten und Interaktionen mit der 
BACE1 voraussetzt. 
 
Außerdem zeigt diese Arbeit, dass eine im Rahmen des Morbus Alzheimer 
vorliegende Überexpression der BACE1 bzw. deren pharmakologische Inhibition 
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7. Anhang und Verzeichnisse 
7.1 Tabellenanhang 
Tab.7.1: Elektrophysiologische Parameter der Aktivierung intrinsischer Natrium-Kanäle von 
N1E-115–Zellen (N1E-115nativ) unter Einfluß der mBACE1. Signifikanzen in Relation zu N1E-115nativ.   
      
Konstrukt Aktivierung    Stromdichte bei 10mV 
      
 
V0.5 (mV) Slope 
(mV) 
n p (pA/pF) n p 
 
       
N1E-115nativ -5.07±1.12 6.35±0.28 12 -- 242.96±33.97 12 -- 
+C3 -10.05±0.6 5.51±0.18 12 0.02 69.66±10.81 14 1.30·e-7 
+mBACE1 -17.36±1.04 5.16±0.23 21 1.47·e-10 88.20±12.50 21 2.84·e-7 
+mBACE1 +C3 -21.87±1.27 5.07±0.28 10 1.48·e-12 43.32±4.32 10 2.01·e-8 
 
       
 
Tab.7.2: Elektrophysiologische Parameter der Ströme von hKCNQ2- und hKCNQ3- Mono- oder 
Heteromeren unter Einfluss der hBACE1 und der hβ2-/hβ4-Untereinheiten von Natriumkanälen 
in HEK293. Signifikanzen jeweils in Relation zum den hKCNQ2/3-Heteromeren respektive den 




 V0.5 (mV) Slope (mV) n p 
 
    
hKCNQ2/3 in HEK293 -20.7±1.2 10.8±0.4 19 -- 
+hBACE1 -25.2±2.0 9.9±0.2 13 n.s. 
+hβ2 -26.9±1.2 10.2±0.2 18 0.044 
+hβ2+hBACE1 -19.2±1.9 9.8±0.5 10 n.s. 
+hβ2+mBACE1D289N -17.9±1.8 10.1±0.5 10 n.s. 
+hβ2+hBACE1+C3 -28.2±1.1 10.5±0.4 16 0.007 
+mβ2-ctf -19.2±2.0 10.4±0.4 14 n.s. 
+mβ2-ntf -19.3±1.4 10.1±0.5 16 n.s. 
+mβ4 -25.1±1.3 10.1±0.3 17 n.s. 
+mβ4+hBACE1 -28.0±1.8 10.0±0.3 12 0.028 
 
    
 
    
hKCNQ2 in HEK293 -15.3±0.9 12.6±0.4 10 -- 
+hβ2 -18.9±2.4 11.9±0.5 9 n.s. 
+hβ2+hBACE1 -16.4±2.1 11.9±0.4 7 n.s. 
+mβ2-ctf -16.8±1.1 10.7±0.4 9 n.s. 
+mβ2-ntf -13.6±1.8 12.8±0.4 11 n.s. 
 
    
 
    
hKCNQ3 in HEK293 -34.9±1.2 9.7±0.57 8 -- 
+hβ2 -32.5±1.3 11.2±0.7 7 n.s. 
 
    
 
    
hKCNQ2/3 in N1E-115 -20.4±2.5 8.9±0.2 3 -- 
+C3 -24.3±1.2 9.0±0.2 8 n.s. 
+C3+hβ2 -25.2±1.4 8.3±0.3 6 n.s. 
+hβ2 -18.8±1.4 8.2±0.2 2 n.s. 
+hβ2+hBACE1 -21.0±1.4 9.4±0.3 8 n.s. 
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Tab.7.3: Synopsis der Zeitkonstanten von KCNQ2/3 unter Einfluss von Nav hβ2, hβ4 und hBACE1. Signifikanzen jeweils in Relation zum den 
hKCNQ2/3-Heteromeren. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
   
 Potential Konstrukte 
 (mV) 
 
  hKCNQ2/3 +hBACE1 +β2 +β2+hBACE1 +β2+hBACE1+C3 +β2ntf +β2ctf +β2+mBaceD289N +β4 +β4+hBACE1 
τAkt.(ms) 
  
          
 
 n 18 18 18 8 15 16 12 6 17 10 
 
0  177.8±10.6 152.1±13.0 173.8±8.5 135.0±11.4 125.9±8.4* 129.3±6.1* 164.1±13.7 201.5±23.5 140.2±8.7 138.5±8.8 
 +10  149.1±8.6 124.22±9.9 138.7±6.5 110.0±9.3 106.8±7.6** 102.4±4.7** 122.8±8.8 162.2±18.7 115.6±7.0 118.2±8.3 
 +20  134.9±8.3 104.4±7.7* 118.1±5.6 90.5±7.7** 95.7±6.5** 86.1±4.1*** 97.2±6.6* 137.2±14.2 97.0±5.9** 103.3±8.8 
 +30  124.4±9.1 91.4±6.7* 103.1±5.2 79.9±7.3** 90.4±7.1* 75.6±3.8*** 83.7±6.0** 119.7±11.1 88.4±5.9** 94.2±9.9 
 +40  116.2±8.7 84.0±5.8* 93.0±5.3 72.2±6.5** 79.8±7.8** 64.7±4.0*** 73.6±4.7** 105.9±9.3 81.4±6.7* 88.4±11.1 
 +50  108.9±11.6 77.6±6.0* 87.7±5.3 68.5±6.3* 77.5±10.4 59.6±4.2*** 64.2±4.7** 95.7±7.5 70.4±7.5* 69.2±7.6* 
τDeakt.(ms) 
            
 
 n 7 7 7 6 4 6 8 3 6 5 
 
-80  55.1±3.9 57.02±3.53 111.7±23.1* 45.9±7.6 71.6±20.0 38.9±3.2 36.4±5.1 60.4±5.9 47.6±18.2 86.7±18.1 
 -70  77.7±5.2 80.0±8.8 151.9±27.2* 63.6±11.8 112.8±38.8 56.9±5.0 52.5±8.2 82.0±10.6 68.85±5.4 131.2±31.8 
 -60  118.15.6 123.1±16.9 205.1±31.7 96.6±19.6 142.4±25.6 85.8±23.6 83.7±14.1 110.9±14.8 104.0±8.0 212.4±50.6 
 -50  186.9±12.6 174.2±31.2 243.3±21.6 151.8±30.5 195.1±25.7 147.5±26.3 151.4±28.2 169.4±29.5 144.1±9.7 238.8±31.9 
 -40  252.9±31.0 198.9±38.5 250.0±16.8 210.6±29.4 232.3±27.8 176.6±25.1 200.9±20.0 254.7±44.5 166.7±7.3 204.3±17.6 
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7.2 Abkürzungsverzeichnis 
 
°C Grad Celsius 
°K Grad Kelvin 







AD Alzheimer Disease 
AICD APP intracellular domain 
ADAM10/17 
a disintegrin and 
metalloproteinase 
domain 10/17 
APH-1 anterior pharynx-defective 1 
APP amyloid precursor protein  
AS Aminosäure 
Asp2 Aspartylprotease 2 (BACE1) 













cDNA complementary DNA 
cm Zentimeter 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
CTF C-terminales Fragment 
D289N katalytisch inaktive BACE1-Mutante (BACE1D289N) 
d Tag 
d.h. das heißt 
D-MEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA deoxyribonucleic acid 




















enhanced green flourescent 
protein 
et al. et alii (m), et aliae (f) 
etc. et cetera 
F Farad; elektrische Kapazität 
FCS fetal calf serum 
FAD familiäre Form der AD  
G Giga [109] 
g Erdschwerebeschleunigung 
 [9.81 m/s2] 
G Leitfähigkeit (reziproker Widerstand; G=R-1; G=I/U) 
GmbH Gesellschaft mit beschränkter Haftung 
G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Signalprotein 
H2O Wasser 
HCO3- Hydrogencarbonat-Ion 
HEK293 human embryonic kidney 
cells der Zelllinie 293 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin  
-N’-(2-ethansulfonsäure) 
h Stunde 
Hz Hertz [s-1] 




aus den Aminosäuren Iso-
leucin (I), Phanylalanin (F), 





IUPHAR Intenational Union of Pharmacology 
K+ Kaliumion 
K Kilo (103) 
Kb Kilo-Basenpaare 
k-factor slope factor; Steilheitsfaktor 
KCl Kaliumchlorid 
KCNE β-Untereinheit spannungs-gesteuerter Kv-Kanäle 
KCNQ 
K+- Channel, Long QT-
Syndrom assoziiert; α-
Untereinheit spannungs-
gesteuerter Kv-Kanäle (Kv7) 
kDa Kilo Dalton 
KOH Kaliumhydroxid 
Kv voltage gated K+-channel 
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(Kv7= KCNQ) 
LB-Medium lysogeny broth, Medium 







m Milli (10-3) 
M Mega (106) 



























(voltage gated) Na+-Kanäle 
Ohm’sches 
Gesetz R=U/I [V/A; Ω] 
OPA operational amplifier 
P6 APP-Spaltprodukt 
p Pico (10-12) 
PBS phosphate buffered saline 
PC personal computer 
PCR polymerase chain reaction 
PEN-2 presenilin enhancer 2 
pF Picofarad  
pH 










RNA ribonucleic acid 
rpm rounds per minute 
R resistance, elektrischer Widerstand [Ω] 
s. siehe 
s Sekunde 
SAD sporadische Form der AD 
s.o. siehe oben 






u.a. unter anderem 
USA United States of America 
usw. und so weiter 
UV ultraviolett  





vs. versus,  „gegenübergestellt“ 
w.c. whole cell 
z.B. zum Beispiel 
ZNS zentrales Nervensystem 
z.T. zum Teil 
λ Lambda; Wellenlänge [nm] 
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